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Resum 
Avui en dia els efectes del canvi climàtic són una evidència que ningú pot obviar. Degut 
a les conseqüències del canvi climàtic, la viticultura es veu afectada, principalment  en 
la qualitat del raïm, i com a  resultat els atributs finals del vi. Degut a les variacions 
climàtiques es produeix un desajust en les composicions dels raïms, de tal manera que 
els mosts i els vins presenten característiques qualitatives no desitjades, com són un 
elevat contingut de sucres (fet que aportarà un major grau d’alcohol en el producte 
final), una menor acidesa, deguda a la disminució d’àcid màlic, etc. 
 
Des del punt de vista de la microbiologia enològica, les variacions provocades per 
l’escalfament global causen una modificació en l’ecologia, la biodiversitat i el 
metabolisme de la microbiota de la vinya, del raïm i del vi. L’objectiu d’aquest treball 
és analitzar la biodiversitat de llevats  presents en raïm de V. vinifera L., ssp sylvestris  i 
generar una col·lecció de llevats que permeti elaborar vins mitjançant aquests 
microorganismes, en principi, més ben  adaptats a condicions adverses que es 
produiran com a conseqüència del canvi climàtic.  
 
En aquest treball s’han realitzat 35 fermentacions alcohòliques espontànies en  mosts 
obtinguts a partir de 35 mostres de raïms de la varietat V. vinifera L., ssp  sylvestris, 
recollides majoritàriament a la part nord de la península Ibèrica. Durant la 
fermentació, s’han agafat mostres a l’inici, a meitat i al final de la fermentació 
realitzant un recompte, aïllament i identificació molecular de soques presents.  També 
s’ha determinat el grau alcohòlic probable (%, v/v), acidesa total (g àcid tartàric /L), 
àcid màlic (g/L), la concentració de glucosa i fructosa (g/L) en el most inicial i el vi 
obtingut. Posteriorment, s’han realitzat microvinificacions mitjançant les diferents 
soques de Saccharomyces cerevisae aïllades durant els diferents estadis de la 
fermentació i s’ha determinat  el seu potencial enològic mitjançant l’estudi de les 
cinètiques fermentatives. 
 
S’han aconseguit aïllar un total de 2923 soques de llevats que pertanyen a 25 espècies 
diferents, i s’han identificat diverses espècies del grup de llevats no-Saccharomyces. 
Aquests llevats podrien contribuir de forma significativa en la millora de la qualitat 
organolèptica del vi,  per  les  aptituds enològiques de moltes d’aquestes espècies, i la 
seva capacitat per ser utilitzades juntament amb Saccharomyces cerevisae. També 
s’han identificat 30 soques de  Saccharomyces cerevisiae, algunes d’elles amb capacitat 
per realitzar fermentacions  en presència d’altes concentracions de SO2 sense produir 
acidesa volàtil. Així, gràcies a l’elevat nombre de llevats identificats i a les proves 
enològiques realitzades, aquest treball contribueix a generar una col·lecció de llevats 
que es podran utilitzar en un futur per elaborar vins de qualitat, procedents de raïms  
amb elevades concentracions de sucres com a  conseqüència del canvi climàtic.  
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Resumen  
Hoy en día los efectos del cambio climático son una evidencia que nadie puede obviar. 
Debido a las consecuencias del cambio climático, la viticultura se ve afectada, 
principalmente en la calidad de la uva, y como resultado los atributos finales del vino. 
Debido a las variaciones climáticas se produce un desajuste en las composiciones de la 
uva, de tal forma que los mostos y los vinos presentan características cualitativas no 
deseadas, como son un elevado contenido de azucares (hecho que aportara un mayor 
grado de alcohol en el producto final), una menor acidez, debida a la disminución del 
ácido málico, etc. 
 
Desde el punto de vista de la microbiología enológica, las variaciones provocadas por 
el calentamiento global causan una modificación en la ecología, la biodiversidad y el 
metabolismo de la microbiota de la viña, de la uva y del vino. El objetivo de este 
trabajo es analizar la biodiversidad de levaduras presentes en racimos de V. vinifera L., 
ssp sylvestris y generar una colección de levaduras que permita elaborar vinos 
mediante estos microorganismos, en principio, mejor adaptados a condiciones 
adversas que se producirán como consecuencia del cambio climático. 
 
En este trabajo se han realizado 35 fermentaciones alcohólicas espontaneas en mostos 
obtenidos a partir de 35 muestras de uvas de la variedad V.vinifera L., ssp  sylvestris, 
recogidas mayoritariamente en la parte norte de la península Ibérica. Durante la 
fermentación, se han cogido muestras al inicio, mitad y final de la fermentación 
realizando un recuento, aislamiento e identificación molecular de cepas presentes. 
También se ha determinado el grado alcohólico probable (%, v/v), acidez total (g ácido 
tartárico/L), ácido málico (g/L), la concentración de glucosa y fructosa (g/L) en el mosto 
inicial i el vino obtenido. Posteriormente se han realizado microvinificaciones mediante 
las diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae aisladas durante los diferentes 
estadios de la fermentación y se ha determinado su potencial enológico mediante el 
estudio de las cinéticas fermentativas. 
 
Se han conseguido asilar un total de 2923 cepas de levaduras que pertenecen a 25 
especies diferentes y se han identificado diversas especies del grupo de levaduras no-
Saccharomyces. Estas levaduras podrían contribuir de forma significativa en la mejora 
de la calidad organoléptica del vino, por las aptitudes enológicas de muchas de estas 
especies, y su capacidad para ser utilizadas junto con Saccharomyces cerevisiae. 
También se han identificado 30 cepas de Saccharomyces cerevisiae, algunas de ellas 
con capacidad para realizar fermentaciones en presencia de altas concentraciones de 
SO2 sin producir acidez volátil. Así, gracias al elevado número de levaduras 
identificadas y a las pruebas enológicas realizadas, este trabajo contribuye a generar 
una colección de levaduras que podrán ser utilizadas en un futuro para elaborar vinos 
de calidad procedentes de uvas con elevadas concentraciones de azucares como 
consecuencias del cambio climático. 
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Abstract 
Nowadays, climate change’s effects are an evidence no one can ignore. Due to the 
consequences of climate change, viticulture is affected, mainly in grape’s quality and 
therefore the final attributes of wine. Because of the climatic variations, there is a 
mishap in the composition of the grapes in such a way that musts and wines have 
unintended qualitative characteristics, such as high sugar content (which will bring a 
higher degree of alcohol in the final product), lower acidity due to a decrease of malic 
acid, etc.  
 
From the point of view of the oenological microbiology, variations caused by global 
warming cause a modification in the ecology, biodiversity, and also in the metabolism 
of the microbiota of the vine, the grape and the wine. The aim of this work is to 
analyse the biodiversity of yeasts presents in V. vinifera L., ssp sylvestris grapes, and 
generate a collection of yeasts able to elaborate wine with those microorganisms, 
technically better adapted to adverse conditions produced as consequence of the 
climate change. 
 
35 spontaneous alcoholic fermentations have been carried out in grape-juices 
obtained from 34 samples of grapes of the V. vinifera L., spp sylvestris mainly in the 
northern part of the Iberian peninsula. During fermentation, samples have been 
obtained in the beginning, half and end of it realizing a recount, isolation and 
molecular identification of present strains. Also, the probable alcoholic degree has 
been determined (%, v/v), acidity (g tartaric acid /L), malic acid (g/L), glucose and 
fructose concentration (g/L) in the initial grape-juice and on the wine obtained. 
Afterwards, microvinifications were performed through the different strains of 
Saccharomyces cerevisae isolated during the different stages of fermentation and their 
oenological potential has been determined by the study of fermentative kinetics.  
 
It has been possible to isolate a total of 2923 yeast strains belonging to 25 different 
species, and some species that were non-Saccharomyces. These yeasts, could 
significantly contributed to the improvement of the organoleptic quality of wine, by 
the oenological skills of many of these species, and also their ability to be used 
together with Saccharomyces cerevisae. 30 strains of Saccharomyces cerevisiae have 
been identified, some of them with fermentation capacity in presence of high 
concentrations of SO2 without producing volatile acidity. Hence, thanks to the highest 
number of identified yeasts and oenological tests, this work contributes to the 
generation of a yeast’s collection that can be used in a future to produce quality wines, 
from the grapes with high concentrations of sugar as consequence of the climate 
change. 
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1.  Introducció 
1.1.  JUSTIFICACIÓ: VITICULTURA I CANVI CLIMÀTIC 
 
Espanya és el primer país del món en superfície plantada de vinya, amb prop d’un milió 
d’hectàrees i el tercer país productor de vi, amb un total de 132 denominacions 
d’origen que representen el 44% de la producció nacional. En quant a producció de vi, 
Espanya es situa en segon lloc mundial, darrere de França amb 37,2 milions 
d’hectolitres, creixent més del triple que la mitjana dels principals venedors mundials 
(MAGRAMA, 2012). 
 
Actualment una de les grans preocupacions a nivell mundial en l’àmbit de la viticultura 
és l’impacte del canvi climàtic en la producció i conservació del vi. Jones et al. (2005) 
han portat a terme diferents investigacions sobre els efectes del canvi climàtic en la 
producció de vi i la seva qualitat. Van analitzar l’increment de temperatura mitjana 
durant les temporades de creixement en 27 regions del món que produeixen vi de 
qualitat, i van detectar un increment de 1,3 °C al llarg dels últims 50 anys. No obstant, 
també van descobrir que aquest increment no va ser uniforme a totes les zones 
estudiades. Així, les més afectades amb un augment de fins 2,5 °C van ser la península 
Ibèrica, el sud de França i certes zones dels estats de Califòrnia i Washington. 
 
Aquest escenari implica conseqüències per el desenvolupament de la vinya, la seva 
fisiologia i les característiques qualitatives de la verema, totes elles lligades a         
l’augment de temperatura i a l’estrès hídric. 
 
Un dels aspectes més importants que exerceix el canvi climàtic en la viticultura és en la 
composició del raïm, i per tant, en les vinificacions, microbiologia del vi i en els 
aspectes químics i sensorials del mateix. Entre els efectes més rellevants relacionats 
amb el canvi climàtic i la microbiologia, cal esmentar que en les veremes recollides 
abans de temps degut a l’augment de temperatura, els raïms presenten una acidesa 
menor, un major pH i una concentració de sucres més elevada. A més, en els mosts 
amb altes concentracions de sucres associats a l’estrès osmòtic i elevats pH, es poden 
produir canvis significatius en l’ecologia microbiana, amb  risc de deteriorament i 
canvis organolèptics en el vi (Mira de Orduña, 2010). 
 
Els microorganismes presents en la superfície del raïm, a on coexisteixen diferents 
espècies de llevats, bacteris i fongs, juguen un paper principal en el procés 
d’elaboració del vi. La presència d’aquestes poblacions sobre els grans de raïm està 
lligada a diferents factors com: localització geogràfica, condicions climàtiques, varietat 
del raïm, grau de maduresa i pràctiques vitivinícoles (Li et al., 2010). 
 
Els grans de raïm són el principal reservori de llevats en la producció de vi, 
especialment amb espècies del grup no-Saccharomyces, les quals durant les primeres 
etapes de fermentació poden produir enzims amb la  capacitat d’alliberar compostos 
aromàtics i intensificar les característiques sensorials del vi (Arévalo-Villena et al., 
2007). La població de llevats no-Saccharomyces és molt variada i poden incloure 
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gèneres com Kloeckera, Candida, Brettanomyces, Cryptococcus, Pichia, Rhodotorula 
(Fleet, 2003), que acompanyen al gra de raïm fins els tancs de fermentació. 
 
D’altra banda, a mesura que avança la fermentació alcohòlica, els llevats no-
Saccharomyces es veuen desplaçats per la imposició de llevats Saccharomyces 
cerevisiae com a conseqüència de la seva resistència a concentracions elevades 
d’etanol, i són aquests els que normalment finalitzen el procés. 
 
Amb l’objectiu de realitzar una fermentació segura i eficient, la majoria d’elaboradors 
de vi prefereixen utilitzar llevats secs actius (LSA), habitualment S. cerevisiae per 
inocular en el most. L’ús de llevats S. cerevisiae comercials poden millorar el procés 
fermentatiu i la qualitat del vi, però també poden conduir a una reducció de la qualitat 
del producte final (vi) per la seva menor adaptació als diferents paràmetres del raïm 
degut als canvis ambientals, i poden provocar una reducció de la biodiversitat i la 
pèrdua de característiques sensorials típiques d’una determinada zona vitivinícola, ja 
que els LSA moltes vegades s’aïllen de zones allunyades a l’àrea de producció on 
després s’utilitzen (Sun et al., 2014).  
 
Degut al canvi climàtic i al que això pot provocar a les característiques del vi (major 
grau alcohòlic degut a l’augment de sucres en el raïm, major pH i disminució 
d’acidesa), la inoculació de llevats indígenes adaptats  a la matèria primera (most) pot 
aportar una millora en la qualitat final del vi, gràcies a una millor adaptació d’aquests 
microorganismes autòctons a les noves propietats del raïm. En aquest sentit, els raïms 
procedents de vinyes silvestres (V. vinifera L., ssp sylvestris) presenten unes 
característiques molt apropiades per afrontar les repercussions del canvi climàtic, ja 
que aquesta subespècie de vinífera s’ha comprovat que pot millorar l’equilibri entre la 
maduresa de la pell i de les llavors (maduresa fenòlica: polifenols i tanins) amb la 
maduresa de la polpa del raïm (maduresa tecnològica: sucre i acidesa), trets que 
deguts al canvi climàtic cada cop estan més descompensats en les viniferes 
domesticades (V. vinifera L., ssp vinifera). 
 
 
1.2. PAPER DELS LLEVATS EN LA PRODUCCIÓ DE VI (FERMENTACIÓ 
ALCOHÒLICA) 
 
La microbiota existent durant el procés de vinificació està composada principalment 
per llevats, bacteris làctics i bacteris acètics. Durant tot el procés d’elaboració del vi 
aquesta microbiota es va desenvolupant i interaccionant entre sí, però són els llevats 
els que ocupen el paper principal en aquest procés de fermentació, ja que són els que 
duen a terme la transformació dels sucres del most en etanol (Pretorius, 2000).  Però 
aquests llevats no només produeixen etanol i diòxid de carboni, sinó que també 
produeixen  tota una sèrie de metabòlits secundaris que, col·lectivament, determinen  
les característiques organolèptiques del vi. 
 
Saccharomyces cerevisiae és el llevat principal que du a terme el procés fermentatiu, 
però també incideixen els llevats no-Saccharomyces. Aquests poden aportar una 
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millora a la qualitat final del vi augmentant la seva  complexitat sensorial, però també 
poden aportar defectes tant gustatius com aromàtics. 
 
La fermentació alcohòlica (FA) consisteix en la transformació dels sucres del most en 
etanol i diòxid de carboni, i com s’ha esmentat anteriorment, el microorganisme 
principal en dur a terme aquesta transformació és Saccharomyces cerevisiae. La 
concentració de sucres totals habitual existents en el most és de 170-220 g/L 
(Ribéreau-Gayon et al., 2000) i les dues hexoses majoritàries són la glucosa i la 
fructosa, les quals es troben en proporció equimolar.  A més dels sucres, en el most 
també hi ha altres components que tenen una gran importància en el procés 
fermentatiu, com per exemple els àcids orgànics (àcid tartàric, màlic, cítric, glucònic, 
succínic, etc.), els compostos nitrogenats (amoni i aminoàcids), les sals minerals i les 
vitamines. 
 
La principal ruta de degradació dels sucres al llarg de la fermentació alcohòlica és la 
glicòlisis. La glicòlisis és una via oxidativa en la que s’obté àcid pirúvic i energia en 
forma d’ATP i NADH. Posteriorment aquest àcid pirúvic és descarboxilat a acetaldehid i 
CO2 mitjançant l’enzim piruvat descarboxilasa, i per últim l’acetaldehid es reduït a 
etanol mitjançant l’enzim alcohol deshidrogenasa. 
 
Durant la fermentació alcohòlica, i com a resultat del metabolisme dels llevats vínics, 
es generen tota una sèrie de compostos volàtils com alcohols superiors, èsters, àcids 
orgànics, aldehids, àcids grassos, etc. Aquests són de gran importància ja que 
confereixen al vi unes característiques organolèptiques determinades. La concentració 
d’aquests compostos i l’equilibri entre ells determinarà quin efecte sensorial s’esdevé 
en el vi, podent tenir tant una millora del producte com l’aparició de greus defectes 
organolèptics. 
 
Durant els primers dies de FA els llevats no-Saccharomyces es troben presents; però a 
mesura que avança la FA, van disminuint, tot i que poden mantenir-se poblacions força 
elevades que influiran de manera decisiva en el gust i l’aroma final del vi. La presència 
de llevats no-Saccharomyces pot aportar diferents enzims que poden ajudar a  millorar 
alguna etapa del procés de vinificació, com pot ser el procés de filtrat o de clarificació, 
però també poden aportar tot una sèrie de problemes físico-químics, com per exemple 
terbolesa, viscositat i la formació de sediments. Aquest grup de llevats també poden 
exercir una gran influència durant els processos d’envelliment en barrica o durant 
l’emmagatzematge en ampolles.  
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1.2.1.  FERMENTACIÓ ALCOHÒLICA  ESPONTÀNIA AMB LLEVATS 
SALVATGES 
 
Tradicionalment, la producció de vins s’ha realitzat mitjançant fermentacions 
espontànies dels mosts, dutes a terme per soques de llevats autòctons que es troben a 
la superfície del raïm i adherits als diferents equips existents a les bodegues (Escalante- 
Minakata et al., 2007), encara que s’ha demostrat que aquests llevats autòctons 
habiten a l’escorça dels ceps, les seves flors i a la pruïna dels fruits. A més, també s’ha 
demostrat que el seu creixement sobre la superfície dels fruits està estretament lligat a 
diversos factors ambientals, com la humitat, el grau de maduració, la temperatura o 
l’estat de salut de la pròpia planta. 
 
Una FA espontània permet aconseguir vins que reflecteixin la microbiota existent de la 
zona de procedència, ja que l’acció combinada dels diferents llevats existents, tant en 
el raïm com en la pròpia planta, permeten obtenir característiques organolèptiques 
variades entre diferents zones de cultiu, en contra, s’obté un producte altament 
variable d’un any per l’altre. 
 
Els llevats no-Saccharomyces són els més abundants a l’inici del procés en una FA 
espontània, degut a la seva presència majoritària en la superfície del raïm (la població 
oscil·la entre 104-106 ufc/g) (Fleet i Heard, 1993), i on els llevats Saccharomyces són 
pràcticament absents amb una població d’entre 10 a 100 ufc/g (Pretorius et al., 2000), 
però un cop comenci el procés fermentatiu serà habitualment Saccharomyces 
cerevisiae qui predomini  gràcies a la seva gran tolerància a l’etanol i la seva capacitat 
fermentativa (Pretorius et al., 2000). Per tant, en els primers dies de fermentació, 
gèneres com Hanseniaspora i Candida són els predominants, però també poden 
aparèixer altres espècies més minoritàries com Metschnikowia i Pichia i ocasionalment 
Brettanomyces, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora, 
Zygosaccharomyces, etc. 
 
Els llevats no- Saccharomyces es consideren generalment com a organismes alteradors 
en la producció de vins, però s’ha demostrat que algunes poblacions de llevats poden 
sobreviure al procés de FA, formant així metabòlits influents en la qualitat final del vi, 
com per exemple la producció de glicerol mitjançant Candida stellata  o la producció 
d’èsters amb Candida pulcherrima.  
 
Encara que S. cerevisiae acabi dominant el procés de la FA, si durant alguna etapa 
s’assoleixen poblacions elevades de llevats no-Saccharomyces (per sobre de 106-107 
ufc/ml), aquests modularan la cinètica de creixement i el metabolisme de 
Saccharomyces cerevisiae, i en conseqüència, la composició del vi (Lema et al., 1996) 
afectant al gust, aroma i en gran mesura, a la qualitat del vi obtingut. 
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1.2.2.  FERMENTACIÓ ALCOHÒLICA AMB INOCULACIÓ DE LLEVATS  
 
Per evitar problemes en el procés fermentatiu com poden ser parades durant la FA o 
fermentacions lentes s’inoculen, normalment, llevats secs actius (LSA). Gràcies a 
l’adició de LSA es pot controlar millor la fermentació, produint així vins amb qualitats 
organolèptiques repetibles durant diversos anys (Bauer i Pretorius, 2000), sent la 
inoculació de llevats Saccharomyces la més estesa a nivell mundial. 
 
Saccharomyces cerevisiae és un fong unicel·lular ascomicet que ha estat àmpliament 
estudiat degut a la seva gran importància en l’industria alimentària, més concretament 
en l’industria vínica i cervesera, així com per la seva capacitat de produir etanol (Folch-
Mallol et al., 2004). Algunes de les característiques principals d’aquest llevat són que 
pot metabolitzar la glucosa i la fructosa tant per via respiratòria com per via 
fermentativa i que pot créixer en condicions aeròbies i anaeròbiques (González  et al., 
2007). Saccharomyces cerevisiae produeix etanol, al mateix temps que fa disminuir el 
pH i consumeix els sucres existents (Tiago et al., 2012). Aquesta disminució de pH i 
sobretot la producció d’etanol inhibeix el creixement de soques no- Saccharomyces. A 
més, algunes soques posseeixen el factor killer, el qual provoca la secreció d’una 
proteïna de baixa massa molecular tòxica anomenada toxina killer (les soques que les 
produeixen són immunes al seu efecte tòxic), que mata cèl·lules sensibles de gèneres 
diferents i inclús del mateix gènere o espècie. 
 
A diferència de les fermentacions amb llevats autòctons, la inoculació de LSA pot 
provocar una disminució de les atribucions sensorials dependents de la zona i a un 
major grau de similitud entre vins diferents, ja que a l’utilitzar LSA es realitza la FA amb 
uns microorganismes comercials molt similars entre sí, que la majoria de productors 
poden adquirir. 
 
 
1.3.  TÈCNIQUES MOLECULARS PER A LA IDENTIFICACIÓ DE LLEVATS  
 
Uns dels avenços més importants de la microbiologia aplicada a l’enologia és el 
reconeixement del paper fonamental que desenvolupen els llevats en tot el procés 
d’elaboració i obtenció del vi. Tradicionalment els llevats s’han identificat i 
caracteritzat segons les seves característiques fisiològiques, bioquímiques i 
morfològiques, però degut a què les tècniques emprades són molt complexes poden 
induir a un error basat en el fenotip dels llevats. Degut a la complicació d’aquestes 
tècniques es pot arribar a considerar dues espècies diferents al que en realitat són dos 
estats fisiològics diferents de la mateixa espècie, com per exemple el cas de 
Brettanomyces i la seva forma perfecta o esporulada Dekkera. 
 
Les tècniques modernes de biologia molecular aconsegueixen resultats més ràpids, 
fiables i econòmics que els mètodes tradicionals. Es basen en l’anàlisi directe dels 
polimorfismes existents en l’ADN dels llevats. 
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Aquestes tècniques moleculars actuals dintre del món de l’enologia tenen com a 
principals objectius: 
 
- La diferenciació d’espècies filogenèticament molt properes i de soques de la 
mateixa espècie, però amb propietats enològiques molt diverses. 
 
- Detecció i control de llevats indesitjables i/o contaminants en el procés 
d’elaboració i obtenció del vi. 
 
- L’anàlisi de l’estabilitat genètica de les soques dels llevats presents en el procés 
d’elaboració i obtenció del vi. 
 
A continuació s’expliquen de manera resumida algunes de les tècniques d’identificació 
molecular actuals, fent referència a les tècniques dutes a terme durant l’elaboració 
d’aquest projecte, separades segons el nivell d’identificació que ens aporten: espècie o 
soca. 
 
 
1.3.1.  IDENTIFICACIÓ A NIVELL D’ESPÈCIE 
 
1.3.1.1.  REACCIÓ EN CADENA DE LA POLIMERASA I DEL POLIMORFISME 
DE LA LONGITUD DELS FRAGMENTS DE RESTRICCIÓ (PCR-RFLP) DEL 
ESPAIADOR INTERN TRANSCRIT (ITS) 
 
Les regions ITS són regions variables no codificants situades entre les regions que 
codifiquen les subunitats ribosomals 18S, 5.8S i 26S d’ADN nuclear. L’amplificació de 
l’ADN ribosomal d’aquestes zones mitjançant una PCR i el seu posterior anàlisi dels 
fragments de restricció que apareixen en els amplificats, serveix per identificar tant 
espècies del grup Saccharomyces com gèneres i espècies del grup no-Saccharomyces .  
 
L’amplificat obtingut a partir d’una espècie de Saccharomyces després de realitzar una 
PCR, dóna com a resultat una banda de 850 pb (parells de bases). En les espècies no-
Saccharomyces el fragment amplificat no dóna com a resultat una banda de la mateixa 
longitud. Per diferenciar les espècies Saccharomyces i les no-Saccharomyces es realitza 
una digestió de l’amplicó amb diferents endonucleases. Les mides dels fragments de 
restricció obtinguts permet poder determinar de quina espècie es tracta. 
 
Aquesta tècnica és depenent del cultiu, ja que requereix l’extracció de l’ADN a partir 
d’un cultiu pur. Es basa en l’amplificació dels espaiadors interns transcrits (ITS1 i ITS2) i 
del gen ARNr 5.8S incrustat de les unitats de repetició del ARN. La seqüència codificant 
del ARNr 5.8S té un elevat grau de conservació en comparació amb les seqüències ITS, 
que presenten una gran variabilitat genètica entre diferents espècies. Per això en la 
majoria de casos els productes de les PCR de soques de la mateixa espècie tenen mides 
moleculars similars, i les espècies del mateix gènere tenen mides similars en els 
fragments amplificats. 
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Encara que els llevats de diferents espècies, en general, produeixen amplicons 
diferents, podria donar-se que els generessin de la mateixa mida. Degut a aquesta 
possibilitat s'han de sotmetre els fragments obtinguts a partir de la PCR a un anàlisi de 
restricció utilitzant endonucleases de restricció, de tal manera que ajudin a afinar més 
en el resultat.  Les endonucleases de restricció utilitzades més freqüentment  són: Hinf 
I, Hae III i Dde I. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: regió nuclear del rRNA amplificada mitjançant PCR utilitzant els primers ITS1 i ITS4 (INCAVI). 
 
 
1.3.1.2.  SEQÜENCIACIÓ DE LA REGIÓ D1/D2 DE rDNA 26S 
 
En aquesta tècnica també es requereix una extracció de l’ADN que es vol analitzar a 
partir d’un cultiu pur del microorganisme. Aquesta tècnica consisteix en l’amplificació 
de la regió D1/D2 del gen rDNA 26S i de la posterior seqüenciació de l’amplicó 
resultant. La seqüència D1/D2 difereix en més d’un 1% entre espècies diferents i en 
menys d’un 1% entre soques que pertanyen a la mateixa espècie. 
 
Amb la seqüència de la regió D1/D2 del gen rDNA 26S es poden diferenciar la majoria 
d’espècies de llevats, permetent així la classificació i la identificació  filogenètica de les 
soques aïllades, ja que la base de dades existent és, amb molta diferència, la més 
extensa en quant a llevats (Baleiras Couto et al., 2005). 
 
 
1.3.2.  IDENTIFICACIÓ A NIVELL DE SOCA 
 
1.3.2.1.  POLIMORFISME DE LA LONGITUD DELS FRAGMENTS DE 
RESTRICCIÓ (RFLP) DE L’ADN MITOCONDRIAL (mtDNA)  
 
L’ADN mitocondrial de S. cerevisiae és una petita molècula de 65-80 Kb, el grau de 
variabilitat de la qual es pot veure mitjançant l’anàlisi de restricció. L’alt grau de 
polimorfisme del mtDNA serveix per analitzar la variabilitat de les soques de                           
S. cerevisiae del vi. Es tracta d’un dels mètodes més utilitzats per caracteritzar 
microorganismes aïllats de vi durant el procés de la fermentació alcohòlica. Querol et 
al. (1992) van simplificar el mètode d’anàlisi: només és necessària l’extracció de l’ADN 
total d’un aïllat de cultiu pur i un posterior anàlisis amb enzims de restricció tals com 
Hinf I o Hae III. 
 
Aquesta tècnica serveix per analitzar en poc temps una gran quantitat de soques de 
manera ràpida i segura. Gràcies a aquests trets i que no requereix d’equipament molt 
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costós, la fa perfecte per utilitzar-la en l’industria vitivinícola, ja que qualsevol 
laboratori mínimament equipat pot realitzar aquesta tècnica sense cap mena de 
complicació. 
 
 
1.3.2.2.  AMPLIFICACIÓ DE SEQÜÈNCIES DELTA (δ) 
 
Les seqüències Delta són elements de 0.3 Kb, concretament 334 pb que flanquegen els 
retrotransposons Ty1 en S. cerevisiae. S’han trobat entre 35 i 55 còpies de seqüències 
Delta en el genoma dels llevats com a part dels retrotransposons Ty1 o com elements 
aïllats. No obstant, aquestes seqüències Delta es concentren en les regions 
genòmiques que uneixen els gens ARNt. El número i la ubicació d’aquests elements 
tenen una certa variabilitat interespecífica que Ness et al. (1993) van utilitzar per 
dissenyar cebadors específics: δ1 i δ2, útils per a la diferenciació de soques de S. 
cerevisiae. Legras i Karst (2003) van optimitzar aquesta tècnica dissenyant dos nous 
cebadors: δ12 i δ21, que estan situats prop de δ1 i δ2. L’ús de δ12 amb δ21 o amb δ2 
mostra un major grau de polimorfisme que es veu reflectit  en un major número 
d’amplificats en el gel d’electroforesi. 
 
Mitjançant aquesta tècnica, Legras i Karst (2003) van diferenciar 53 soques comercials 
amb la combinació de δ12/ δ21 i δ12/ δ2, mentre que Schuller et al. (2004) van 
diferenciar un bon número de soques per realitzar vinificacions utilitzant els cebadors 
δ12 i δ21. 
 
En general, aquesta tècnica mostra una especificitat més elevada que la tècnica RFLP-
mtDNA, de tal manera que soques aïllades que han sigut classificades com la mateixa 
soca mitjançant RFLP-mtDNA poden després ser diferenciades amb l’amplificació de 
seqüències Delta. Degut a aquesta major especificitat, en aquest projecte s’han 
realitzat ambdues tècniques en totes les soques de S. cerevisiae. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ANÀLISI DE LA POBLACIÓ DE LLEVATS EN RAÏMS DE VITIS VINIFERA SUBSP.  SYLVESTRIS COM A RECURS NATURAL PER AFRONTAR EL 
CANVI CLIMÀTIC 18 
 
 
2.  Objectius 
L’objectiu principal d’aquest treball ha sigut analitzar la biodiversitat dels llevats 
presents en el raïm de V. vinifera L., ssp sylvestris, i generar una col·lecció de llevats 
que permeti elaborar vins mitjançant aquests microorganismes, en principi, més ben  
adaptats a condicions adverses que es produiran com a conseqüència del canvi 
climàtic. Per aconseguir l’objectiu principal, s’han plantejat els següents objectius 
específics:  
 
- Realitzar el recompte i l’aïllament  dels llevats presents en les mostres de raïm de 
V. vinifera L., ssp sylvestris i que es mantenen al llarg de la fermentació alcohòlica 
espontània.  
 
- Dur a terme la identificació molecular, a nivell de gènere i espècie, d’algunes de 
les soques aïllades. 
 
- Realitzar la identificació a nivell de soca dels aïllats de l’espècie Saccharomyces 
cerevisiae. 
 
- Fer un estudi del potencial enològic de les soques de Saccharomyces cerevisae 
aïllades a partir de les mostres de raïm de V. vinifera L., ssp sylvestris mitjançant 
microvinifacions a nivell de laboratori. 
 
- Conservar les soques aïllades i seleccionades generant una col·lecció de llevats. 
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Nom de la mostra Procedència Latitud N (º, min, sec) Longitud O (º, min, sec)
AS2A Astúries 43-31-55.9 5-22-36.6
CO1A La Corunya 43-46-18 7-40-25.3
AS5A Astúries 43-24-02 6-14-40.5
SA1A Santander 43-13-26.8 4-35-10.4
SA1B Santander 43-14-43.4 4-35-5.2
BU1A Burgos 43-6-17.1 3-14-16.5
BU1B Burgos 43-6-19 3-14-16.4
BU2A Burgos 43-9-32.6 3-13-38.6
BU2B Burgos 43-9-32.9  3-13-38.1
BU2C Burgos 43-9-25.9 3-13-27
VI1A Vizcaya 43-10-35.8 3-13-33.3
AL3A Àlaba 43-2-26 2-59-24.7
AL4A Àlaba 43-3-32.2 3-1-28.8
AL5A Àlaba 43-4-36.9 3-4-22 
AL6A Àlaba 43-6-48.3 3-9-15.1
VI7A Vizcaya 43-13-29.6 3-22-8.5
VI8A Vizcaya 43-13-9.7 3-21-10.8
VI9A Vizcaya 43-14-0.2 3-20-14.5
AL1A Àlaba 42-40-5 2-22-6.6
AL1B Àlaba 42-40-6.8 2-22-6.2
AL1C Àlaba 42-40-8.3 2-22-0.4
AL1D Àlaba 42-39-31.5 2-23-7.7
LR1 La Rioja 42-16-47.3 2-23-7.1
LR2A La Rioja 42-16-48.5 2-35-18.7
FR1 Lapurdi 43-23-5 1-42-38.8
FR2 Lapurdi 43-23-30.5 1-42-1.5
FR4 Lapurdi 43-23-31.5 1-42-35.2
NA1B Navarra 42-51-17.7 1-37-19.9
NA1A Navarra 42-53-35 1-36-27.3
LR2B La Rioja 42-16-46.6 2-34-33.8
VI5A Vizcaya 43-24-22.7 2-40-26
AL7A Àlaba 42-45-47.7 3-6-43.7
AL7B Àlaba 42-45-37.1 3-7-17.4
SE1 Sevilla 37-40-15.3 6-10-37 
SE2 Sevilla 37-39-53.8 6-11-0.6
3.  Materials  i mètodes  
3.1.  PROCEDÈNCIA DE LES MOSTRES  
 
Les mostres de raïm de V. vinifera L., ssp sylvestris utilitzades en aquest projecte van 
ser recollides pel Dr. Rafael Ocete, recol·lectant un total de 35 mostres de raïm negre 
obtingudes en vinyes de varietat de Vitis silvestre.  Del total de mostres analitzades, 33 
provenien del nord de la península Ibèrica i 2 de la part sud. En la taula 1 es poden 
veure les procedències de les diferents mostres i les seves coordenades de recollida, i 
en les figures 2 i 3 es pot veure l’aspecte que tenien les mostres LR1 i NA1A abans de 
ser recollides. 
 
Taula 1: noms de laboratori assignats a les mostres,  procedència i coordenades dels punts de recollida  
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Figura 2: mostra LR1 abans de ser recollida.                      Figura 3: mostra NA1A abans de ser recollida. 
 
 
3.2.  PROCESSAT DE LES MOSTRES  DE RAÏM I FERMENTACIÓ ALCOHÒLICA 
 
A partir de 35 mostres de raïm de Vitis vinifera ssp., sylvestris (taula 1) es va procedir a 
l’obtenció del most del qual es van aïllar els llevats objecte de l’estudi.         
 
Un cop recollit el raïm, aquest es va traslladar al laboratori de l’INCAVI  en neveres 
portàtils mantenint la temperatura a <10⁰C i un cop en el laboratori, es va iniciar 
l’anàlisi abans de 24h. El raïm es va aixafar mitjançant un homogeneïtzador de pales 
(IUL S.A., Espanya) durant 120 segons a una velocitat de 7 cops/segon (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: homogeneïtzador IUL, S.A. utilitzat per realitzar el procés d’aixafar. 
 
El most amb les pells es va introduir en ampolles de vidre estèrils d’un litre de 
capacitat i tapades amb  tap de rosca  per tal de dur a terme la fermentació alcohòlica 
espontània (Figura 5). Les ampolles es van mantenir a temperatura ambient, 
aproximadament a 20 ⁰C per realitzar la fermentació alcohòlica.  
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Figura 5: aspecte d’una de les mostres un cop realitzat el procés d’aixafat i introduïdes en les ampolles 
estèrils d’un litre. 
 
 
3.3.  DETERMINACIONS FÍSICO-QUÍMIQUES 
 
3.3.1. MOST 
 
A partir del most acabat d’obtenir, es van agafar 5 mL  i es va realitzar l’anàlisi de grau 
alcohòlic probable (GAP)  (%, v/v), acidesa total (g àcid tartàric/L), àcid màlic (g/L), 
concentració de glucosa i fructosa (g/L), àcid glucònic (g/L), pH i àcid acètic (g/L). 
 
El grau alcohòlic probable i l’acidesa total es van mesurar mitjançant l’espectròmetre 
FTIR WineScan (Foss S.L., Dinamarca) el qual es basa en  l’espectrometria infraroja amb 
transformada de Fourier. La tècnica proporciona un espectre de reflexió de les bandes 
dels grups funcionals de les substàncies orgàniques i inorgàniques que conté la mostra; 
a partir de les bandes es poden identificar els components.    
L’àcid màlic, làctic, glucònic, acidesa volàtil i glucosa + fructosa es van determinar per 
mètodes enzimàtics amb l’aparell LISA 200 (Hycel diagnostics, TDI Tecnología Difusión 
Ibérica, S.L.), cadascun de manera independent. El mètode es basa en la determinació 
específica de cada compost mitjançant reaccions catalitzades per enzims. En general es 
determina l’increment de la concentració de NADH o NADPH per mesura de 
l’absorbància a 340 nm. 
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3.3.2.  PROCÉS DE VINIFICACIÓ I VI OBTINGUT 
 
Durant el procés fermentatiu es van realitzar anàlisis del contingut de glucosa i 
fructosa (G+F) amb una freqüència d’entre 2 i 4 dies per tal de conèixer l’evolució de la 
FA de totes les mostres.  
 
Es va donar per acabada la fermentació alcohòlica quan la concentració de glucosa i 
fructosa era menor a 2g/L; en aquest moment,  es va procedir a realitzar el premsat  ja 
que el most havia estat en maceració juntament amb les pells del raïm. 
 
El vi obtingut es va mantenir a temperatura ambient en vials plens fins el moment de 
la seva anàlisi. Les anàlisis del vi al final de la fermentació alcohòlica van ser: Grau 
alcohòlic (%, v/v ), acidesa total (g àcid tartàric/L), àcid màlic (g/L), acidesa volàtil (g 
àcid acètic/L) i glucosa + fructosa (g/L).  
 
Les determinacions es van realitzat pels mateixos mètodes citats en el punt anterior.  
 
 
3.4.  DETERMINACIONS MICROBIOLÒGIQUES 
 
3.4.1. RECOMPTE I AÏLLAMENT DE LLEVATS 
 
En 3 moments de la vinificació (inici, meitat i final de la fermentació) es va realitzar el 
recompte de llevats viables mitjançant la tècnica de les dilucions i sembra en placa 
utilitzant  3 medis diferents. Un cop crescudes les colònies en placa, es va realitzar el 
recompte i l’aïllament de  les colònies. 
 
Pel recompte i l’aïllament de llevats es va partir de 1mL de mostra, i es van realitzar 
dilucions seriades 1/10 amb solució ringer (Scharlau, Espanya) fins a la dilució -5. 
D’aquestes dilucions es van efectuar sembres de 0,1 ml per extensió en superfície en 
placa amb nansa de Digralsky de les dilucions -4 i -5  sobre els medis: Agar WLN 
(Scharlau, Espanya), Agar Rosa de Bengala (Scharlau, Espanya) i Agar Lisina (Oxoid, 
Anglaterra) per tal d’obtenir cultius amb colònies separades. El medi Agar Lisina no 
permet el creixement de llevats del grup Saccharomyces. En els altres 2 medis es va 
introduir l’antibiòtic cloramfenicol (500 mg/L), que inhibeix el creixement bacterià. 
D’aquesta manera s’esperava obtenir la màxima heterogeneïtat de llevats. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: creixement dels llevats salvatges en els medis de cultiu: Agar WLN, Agar Rosa de Bengala i  
Agar Lisina. 
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Les plaques es van incubar durant un període de 3 dies a 28⁰C. 
 
Passat  el període d’incubació, es va realitzar el recompte de les colònies crescudes a 
les plaques. Seguidament es van aïllar, sembrant en estria i en medi WLN,  un total de 
36 soques de llevats de cada punt de mostreig (inici, meitat i final de FA) i per cada 
mostra de raïm de Vitis sylvestris estudiada. Sempre que va ser possible, les 36 
colònies es van triar d’entre els 3 medis de cultiu utilitzats, aproximadament 12 
colònies/medi, intentant cobrir la màxima diversitat de  colònies atenent a morfologia, 
mida  i color.  
 
Les plaques es van deixar incubar 48 hores a 28oC, i posteriorment es van mantenir a la 
nevera a 4oC fins procedir a l’estudi molecular de cada soca aïllada. 
 
Paral·lelament, es va anar generant la col·lecció de llevats; i cada una de les soques 
purificades  es va congelar en crioboles (Arencibia et al., 2008) i es van mantenir a una 
temperatura de -30 ⁰C. 
 
 
3.4.2.  TÈCNIQUES MOLECULARS D’IDENTIFICACIÓ DE SOQUES 
 
3.4.2.1.  EXTRACCIÓ DE L’ADN TOTAL (MITOCONDRIAL + NUCLEAR) 
 
Per realitzar l’extracció de l’ADN es va partir de la col·lecció de llevats objecte d’aquest 
estudi. El principi del procés va consistir en cultivar els aïllats que manteníem a la 
nevera a 4⁰C en medi YEPD (extracte de llevat al 1%, peptona de soja al 2% i glucosa al 
2%) durant un període d’aproximadament 2 dies a una temperatura de 28⁰C. 
L’objectiu d’aquesta etapa era obtenir suficient biomassa cel·lular per les proves 
moleculars posteriors. Un cop van passar els 2 dies d’incubació vam procedir a realitzar 
l’extracció de ADN. 
 
El primer pas va ser concentrar les cèl·lules mitjançant un centrifugat, seguit d’un 
rentat amb aigua destil·lada estèril. El següent pas va ser afegir una barreja de Tampó 
1 (sorbitol  1M i EDTA  0,1M) i liticasa. La barreja del Tampó 1, al contenir EDTA, 
protegeix  l’ADN de l’efecte de les DNAses i la liticasa, enzim que trenca els β-glucans 
de la paret cel·lular i  allibera els protoplasts de cada cultiu de llevat estudiat. El medi 
en aquest punt de l’extracció és isotònic, de tal manera que s’evita que es pugui 
trencar el protoplast. 
 
Després d’això es van resuspendre els protoplasts en Tampó 2, (Tris 50Mm i EDTA 
20Mm), el qual és hipotònic. El Tampó 2 al ser hipotònic produeix la lisis i l’alliberació 
de tot el contingut cel·lular. Seguidament es va afegir SDS al 10% i es va incubar a 65⁰C 
durant un període de 15 min. El SDS es un detergent que trenca l’estructura terciària 
de les proteïnes, i aporta una càrrega neta negativa que permet que les proteïnes 
precipitin. Per ajudar a que es dugui a terme aquesta precipitació de les proteïnes 
també es va afegir acetat potàssic, sal que reacciona amb les proteïnes amb carrega 
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negativa. El procés de precipitació de l’SDS i l’acetat potàssic es va realitzar en un 
congelador, ja que els dos precipiten millor a baixes temperatures. 
 
Després es va centrifugar la resuspensió obtinguda, de tal forma que es va obtenir un 
pellet que contenia les proteïnes,  restes cel·lulars i un sobrenedant amb ADN i ARN. 
Aquest sobrenedant amb els àcids nucleics es va separar i se li va afegir isopropanol, 
dissolvent orgànic en el qual els àcids nucleics són insolubles, i per tant formen 
agregats. 
 
L’últim pas realitzat va consistir en precipitar els àcids nucleics mitjançant una 
centrifugació, i el posterior rentat del pellet resultant amb etanol al 70% per tal 
d’eliminar les sals que havien pogut quedar i facilitar l’assecat del pellet. 
 
El producte obtingut al final es va resuspendre amb TE (Tris 100Mm, EDTA 1Mm) i es 
va guardar al congelador fins l’hora de la seva utilització. El protocol detallat de 
l’extracció de l’ADN total està descrit en l’annex 1. 
 
 
3.4.2.2.  REACCIÓ EN CADENA DE LA POLIMERASA I DEL 
POLIMORFISME DE LA LONGITUD DELS FRAGMENTS DE 
RESTRICCIÓ (PCR-RFLP) DEL ESPAIADOR INTERN TRANSCRIT (ITS) 
 
Per iniciar les anàlisis d’ITS es va  partir de l’ADN congelat dels diferents llevats aïllats. 
A partir de l’ADN es va dur a terme una PCR amb els primers ITS1 i ITS4 (les condicions 
utilitzades a la PCR es poden veure a l’annex 2), i posteriorment es va realitzar una 
electroforesis en gel d’agarosa al 1,4%. Aquesta primera electroforesis ens va 
permetre determinar la grandària dels amplicons obtinguts mitjançant la PCR, de tal 
manera que es va aconseguir una primera diferenciació de llevats per la seva 
identificació final. 
 
Posteriorment es va realitzar una digestió de l’amplificat amb els diferents enzims de 
restricció (Hinf I, Hae III i Dde I) i una electroforesis en gel d’agarosa al 3%. Mitjançant 
aquest procés es volia obtenir la mida dels fragments de restricció per tal de poder 
discriminar millor entre diferents grups de gèneres i/o espècies de llevats. 
 
Amb els resultats obtinguts es va poder determinar si els llevats es tractaven de 
Saccharomyces o no-Saccharomyces, fer agrupaments entre els aïllats i poder fer una 
aproximació per a la diferenciació a nivell de gènere o d’espècie 
 
 
3.4.2.3.  POLIMORFISME DE LA LONGITUD DELS FRAGMENTS DE 
RESTRICCIÓ (RFLP) DE L’ADN MITOCONDRIAL (mtDNA) 
 
En totes les mostres identificades  com  Saccharomyces cerevisiae es va realitzar un 
anàlisis del polimorfisme de la longitud dels fragments de restricció de l’ADN 
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mitocondrial. Per dur a terme aquest procés, és necessari digerir l’ADN obtingut de 
cada aïllat identificat com a S. cerevisiae amb l’enzim de restricció Hinf I. 
 
La digestió es va realitzar a 37oC durant tota la nit. Un cop finalitzada la digestió es va 
carregar la mostra en un gel d’agarosa al 1% i es va dur a terme la seva electroforesis. 
Seguidament es va tenyir amb bromur d’etidi, i es va col·locar en un transiluminador 
de llum UV per captar la imatge i poder observar un patró de bandes característic 
depenent de la soca de Saccharomyces, de tal manera que va ser possible classificar 
aquesta espècie en grups de soques. 
 
El protocol utilitzat és el descrit per Querol et al. (1992) de l’annex 3. 
 
 
3.4.2.4.  ELEMENTS DELTA (δ) 
 
Un cop realitzat l’anàlisi mitjançant ITS i mtDNA, per corroborar la correcta classificació 
en diferents grups de soques dels llevats identificats com a Saccharomyces, es va 
aplicar en aquestes soques una altre tècnica molecular: l’anàlisi d’elements Delta. 
L’anàlisi d’elements Delta és capaç de mostrar una especificitat més gran que la del 
RFLP-mtDNA, pel que aïllats que han estat classificats com a pertanyents a la mateixa 
soca mitjançant la tècnica del RFLP-mtDNA, poden ser diferenciats amb aquesta altre 
tècnica. 
 
Per dur a terme aquest mètode es va realitzar una PCR amb els cebadors δ12 i δ21, i 
un cop finalitzada la PCR es va realitzar una electroforesis en un gel d’agarosa al 2%. El 
perfil de bandes aparegudes és característic de cada soca de Saccharomyces. Les 
espècies no-Saccharomyces no contenen elements Delta i, per tant, no apareixen 
bandes. El protocol utilitzat és el descrit per Legras i Karst (2003), especificat en 
l’annex 4. 
 
 
3.4.2.5.  SEQÜENCIACIÓ DEL DOMINI D1/D2 DE rDNA 26S 
 
Les tècniques moleculars aplicades fins el moment van permetre classificar els llevats 
Saccharomyces i no-Saccharomyces en diferents grups. Per a confirmar la identificació 
de tots els grups de llevats apareguts en l’anàlisi del ITS, es van escollir de 1 a 3 
representants de cada grup i es va amplificar el seu domini D1/D2 amb els cebadors 
NL1 i NL4 amb la finalitat de seqüenciar la seva regió 26S rDNA (veure protocol en 
l’annex 5). 
 
El producte de PCR es va purificar  mitjançant el kit QIAquick PCR purification kit per tal 
d’eliminar restes de cebadors i purificar sols l’amplicó que interessava seqüenciar. La 
seqüenciació es va subcontractar a una empresa externa (Secugen-Madrid), seguint el 
protocol establert per la pròpia empresa. De cada soca triada es va enviar 15 μl 
d’amplificat de PCR amb una concentració de 30-40 ng ADN/μL, i 1,5μL del primer NL 1 
del domini D1/D2 a una concentració de 5μM. 
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Les seqüències obtingudes es van comparar mitjançant el programa BLAST en la base 
de dades Gen Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/blast). 
 
 
3.5.  POTENCIAL ENOLÒGIC D’ALGUNES DE LES SOQUES DE 
SACCHAROMYCES CEREVISIAE AÏLLADES 
  
La valoració de les aptituds enològiques es va realitzar a partir de 3 soques de 
Saccharomyces cerevisiae  i de cada una de les soques es van seleccionar 2 
representants. Es van realitzar 24 microvinificacions en volums de 80 mL  de most 
pasteuritzat de raïm negre, format per 45% de garnatxa negra, 35% de syrah i un 20% 
d’ull de llebre, amb una concentració elevada de sucre: 250 g/L i amb un inòcul de 1 x 
106 cel/mL de cada una de les soques de S. cerevisiae. Es va determinar els sucres 
reductors (glucosa+fructosa) presents en el most i després es va afegir sacarosa fins a 
250g/L.  
 
Per obtenir les poblacions de llevats es van realitzar tres traspassos successius a medi 
YPD fins aconseguir una població de 1 x 108 ufc/mL, i posteriorment es van diluir fins 
aconseguir una concentració de 1 x 106 cel/mL just en el moment de la inoculació del 
most. El procés seguit és l’establert en la resolució de la OIV OENO370-2012 sobre les 
directrius per la caracterització de llevats en el vi del gènere Saccharomyces cerevisiae 
procedents d’ambients vinícoles. 
 
Les microvinificacions es van realitzar en matrassos amb vàlvules Müller segellades 
amb àcid sulfúric concentrat, amb la finalitat d’evitar l’entrada d’oxigen, permetre la 
sortida de CO2 i retenir productes volàtils de la fermentació. 
 
Per cada llevat es van provar 4 condicions diferents: fermentació a 18⁰C en presència 
de SO2 total (70mg/L) i sense presència de SO2, i a 25⁰C també amb i sense presència 
de SO2. Mitjançant aquestes quatre condicions de fermentació diferents es va intentar 
analitzar el poder i el vigor fermentatiu, la cinètica de les fermentacions a diferents 
temperatures i la tolerància a nivells elevats de SO2. 
 
La cinètica de les fermentacions es va avaluar mitjançant la pèrdua de pes al llarg del 
temps. Quan el pes s’estabilitzava, indicava que la fermentació havia acabat, 
s’agafaven mostres i s’analitzaven les concentracions de sucres residuals. Les 
fermentacions podien arribar a tenir una durada màxima de 30 dies. Si en aquest 
període de temps no havien arribat al seu fi, es donaven per acabades i s’analitzaven 
els sucres residuals que havien persistit en el vi. Amb el vi final obtingut a partir de les 
microvinificacions, es van analitzar alguns paràmetres que influeixen en la seva 
qualitat organolèptica, com l’acidesa total (àcid tartàric), pH, sucres (glucosa, fructosa i 
sacarosa), acidesa volàtil (àcid acètic), àcid màlic i grau alcohòlic mitjançant FTIR; i 
glicerol i SO2 per mètode enzimàtic (LISA).  
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4.  Resultats i discussió 
Les diferents condicions edafoclimàtiques a la que estaven sotmeses les diferents 
vinyes silvestres (vora de platges, rius, etc.), el grau de maduresa, el nombre de grans 
per mostra, etc, va provocar que s’obtinguessin mostres molt heterogènies entre sí. De 
les 35 mostres de raïms recol·lectats (recollides entre els mesos d’octubre i novembre) 
per realitzar fermentacions alcohòliques espontànies, n’hi va haver dues que 
procedien del sud de la península (Sevilla), que quan es van recollir estaven en mal 
estat (raïms molt petits, secs i que no produïen suficient most). Aquest fet va provocar 
que la fermentació espontània no es pogués produir, de tal manera que a partir 
d’aquestes mostres només es va poder realitzar l’aïllament dels llevats a l’inici de la 
fermentació alcohòlica. 
 
Amb les 33 mostres restants es van realitzar fermentacions alcohòliques espontànies 
amb l’objectiu de determinar el nombre de llevats viables i aïllar les soques més 
representatives en 3 punts diferents de la fermentació. Aquests tres punts de la 
fermentació es van continuar anomenant com a: inici, meitat i final de fermentació, 
malgrat que un cop es van obtenir els resultats de l’etanol al final de la fermentació, la 
majoria de mostres no havien aconseguir un mínim de 9% (v/v) d’etanol. Les 
concentracions de sucres de la majoria de mostres van disminuir ràpidament;  de 
manera que, en aquestes mostres,  no es va poder realitzar l’aïllament de soques de 
llevats a la meitat de la FA ja que en pocs dies les concentracions de sucres van ser 
inferior a 2 g/L. La durada de les fermentacions alcohòliques va ser d’entre 3 dies i 51 
dies. De les 35 mostres, només en 13 es va poder analitzar la població a meitat de la 
fermentació. També hi va haver problemes amb 5 mostres que tampoc va ser possible 
realitzar les anàlisis de final de FA, perquè en alguns casos es va aturar la FA, molt 
probablement, per excés d’acidesa volàtil. 
 
  
4.1.  RECOMPTE DE LA POBLACIÓ DE LLEVATS EN 3 MOMENTS DE LA 
FERMENTACIÓ ALCOHÒLICA  
 
A la taula 2 es presenten els valors màxims, mínims i mitjanes dels recomptes de les 
poblacions de llevats de les mostres de raïm analitzades i es relacionen amb  el 
moment de la FA. 
 
Taula 2: recomptes de llevats viables, valors màxims, mínims i mitjanes,  presents en 3 moments de la 
fermentació alcohòlica espontània.  
 
Punt de la 
fermentació 
alcohòlica 
Valor mínim  de 
recompte de llevats 
(ufc/mL) 
Valor màxim  de 
recompte de llevats 
(ufc/mL) 
Mitjana de 
recompte de 
llevats (ufc/mL) 
Inici  2,2 x 106 2,1 x 108 6,2 x 107 
Meitat   2,3 x 107 2 x 108 7,7 x 107 
Final  3,5 x 107 2,7 x 108 6,4 x 107 
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Punt de la 
fermentació 
alcohòlica
Mostres 
Nombre total de 
soques aïllades 
Nº de soques de cada mostra escollides 
per a ser identificades 
Nº total de soques  per a 
ser identificades
Inici 35 1295 10 350
Meitat  13 481 14-17 207
Final 30 1147
- 35 (quan  no es van aconseguir aïllar 
soques a meitat de  fermentació).                                                                                                          
- 20  (quan  es van aïllar soques a meitat de 
fermentació).
870
A l’inici de la fermentació alcohòlica espontània, el recompte realitzat en 33 mostres 
de raïm va donar un valor mitjà de 6,2 x 107 ufc/mL, obtenint com a valor mínim 2,2 x 
106 ufc/mL i com a màxim 2,1 x 108 ufc/mL. No es va poder realitzar el recompte de 
llevats en les dues mostres procedents de la província de Sevilla (SE1 i SE2), degut a 
que les plaques estaven contaminades amb un gran nombre de fongs. Els recomptes 
inicials van ser elevats (mitjana de 6,2 x 107 ufc/mL), i lleugerament superiors als 
descrits a la bibliografia on s’especifiquen concentracions d’entre 104-106 ufc/mL (Fleet 
i Heard, 1993). Aquest nombre inicial elevat de la població es pot explicar a la 
sobremaduració del raïm. 
 
A meitat de fermentació (quan la concentració de sucres es va reduir aproximadament 
a la meitat del valor inicial) el recompte realitzat en 13 mostres va donar un valor mitjà 
de recompte de llevats de 7,7 x 107 ufc/mL. Els valors de recompte mínim i màxim va 
ser de 2,3 x 107 ufc/mL i 2 x 108 ufc/mL, respectivament. Els valors obtinguts en 
aquesta part de la FA també van ser elevats. El valor mitjà de llevats més freqüent a 
meitat de fermentació és de 3 x 107 ufc/mL (Fleet i Heard, 1993). Això és degut a que 
no es va realitzar el recompte en el moment exacte de la meitat de la fermentació, 
sinó que una mica més avançada, de tal manera que la població de llevats  va tenir més 
temps per multiplicar-se. 
  
Al final de la FA, el recompte realitzat a partir de 30 mostres va donar  un valor mitjà 
de llevats de 6,4 x 107 ufc/mL, amb un mínim de 3,5 x 107 ufc/mL i un màxim de 2,7 x 
108 ufc/mL. Aquest valors són una mica baixos, ja que són molt semblants als valors 
obtinguts a meitat de fermentació i a que a final de fermentació s’acostumen a obtenir 
valors de 108 ufc/mL (Fleet i Heard, 1993).  La semblança entre el recompte de meitat 
de fermentació i final fa pensar que el recompte de meitat de fermentació es va dur a 
terme passat el punt exacte de la meitat de la FA. 
 
 
4.2.  AÏLLAMENT DE LLEVATS 
 
A la taula 3 es pot veure el nombre de mostres de raïm dels quals es va poder realitzar 
l’aïllament de llevats, el nombre de soques de llevats aïllats, el nombre de soques de 
cada mostra escollides per ser identificades i el nombre total de soques per ser 
identificades segons l’estadi de la FA. 
 
Taula 3: nombre de mostres de Vitis sylvestris, de soques de llevats aïllats, el nombre de soques de cada 
mostra escollides per ser identificades i el nombre total de soques per ser identificades segons l’estadi 
de la fermentació alcohòlica.  
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De totes les mostres en què es van poder realitzar les anàlisis de les poblacions 
microbianes, es van aïllar i purificar unes 35-37 soques de llevats  de cada mostra i per 
cada punt de la fermentació alcohòlica. 
 
En total es van aconseguir aïllar 1295 soques de llevats  procedents de l’inici de la 
fermentació, 481 de la meitat de fermentació i 1147 del final de fermentació, 
aconseguint així un total de 2923 de soques aïllades  a partir dels  35 mostres de Vitis 
sysvestris  i en els  tres estadis de la FA estudiats. 
 
Les  2923 soques de llevats purificats es van conservar a la nevera a una temperatura 
de 4 ⁰C i paral·lelament es va guardar una còpia de cada una de les soques a -30 ⁰C en 
crioboles 
 
La identificació molecular es va realitzar agafant un nombre representatiu de soques 
de cada punt de mostreig i mantenint la màxima diversitat de colònies,  crescudes en 
agar WLN, segons l’aspecte visual  (taula 3).  
 
D’aquesta manera al final es van escollir per a ser identificats un total de 1427 soques. 
Del total de soques escollides per a ser  identificades, el 14,54% van ser de l’inici de la 
fermentació, el 24,13% va ser de la meitat de la fermentació i el 61,34% del final de la 
fermentació. El major nombre de soques de l’etapa de final de fermentació hauria de 
permetre trobar llevats més resistents a l’etanol i a fenòmens de competència enfront 
d’altres llevats, ja que han hagut de sobreviure durant tot el procés fermentatiu. 
 
 
4.3.  PARÀMETRES FÍSICO-QUÍMICS DELS MOSTS OBTINGUTS  
 
Els resultats de la caracterització enològica dels mosts estudiats (Taula 4) indiquen que  
aquests van ser molt diferents ja que es van obtenir rangs de valors molt variables 
entre mostres. En l’annex 6 es poden veure els resultats de totes les mostres. 
 
Taula 4: caracterització enològica  dels mosts de Vitis sylvestris 
 
Variable Valor mínim Valor màxim 
Grau alcohòlic probable 
(%, v/v) 
5,3 13,2 
Glucosa + Fructosa (g/L) 87 222 
Acidesa total (g/L àcid 
tartàric) 
5,6 27,7 
Àcid màlic (g/L) 2,7 21,7 
pH 2,9 3,8 
 Acidesa volàtil (g àcid 
acètic/L) 
0,10 0,34 
Àcid glucònic (g/L) <0,1 0,8 
 
La concentració de sucres reductors inicial (glucosa + fructosa), i per tant, el grau 
alcohòlic probable de les mostres va ser molt variable degut, com ja s’ha esmentat 
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anteriorment, al diferent grau de maduració de les diferents mostres de raïm en el 
moment de la seva recollida.  
 
En la majoria de les mostres es va obtenir una acidesa total elevada, amb una mitjana 
de 16,85 g/L en àcid tartàric en 18 de les mostres de les que es va poder analitzar 
aquest paràmetre (un rang normal en un vi negre es troba al voltant de 5-6 g/L). 
Paral·lelament també es van quantificar concentracions altes d’àcid màlic (els valor 
normals estan al voltant de 5 g/L) en 22 mostres, i valors de pH de 2,9 en 2 mostres; 
aquestes són característiques que es podien esperar degut a què són trets comuns en 
Vitis sylvestris (Ocete et al., 2011). Els valors obtinguts tan elevats d’acidesa total fan 
pensar que la mitjana de valors de pH tindria que ser baixa, però la mitjana obtinguda 
és de 3,42, valor que entra dintre del rang normal de pH. 
 
Ja que la finalitat de l’estudi era aïllar la major diversitat d’espècies de llevats, no es 
van separar del mateix lot de raïm els grans madurs dels totalment verds. Aquest  fet, 
podria explicar els valors elevats d’acidesa total i àcid màlic. 
 
 
4.4.  CARACTERÍSTIQUES DELS VINS OBTINGUTS  
 
Un cop finalitzada la fermentació alcohòlica espontània, la pasta es va premsar 
manualment per obtenir el vi. En alguns casos, degut a la poca quantitat de raïm 
inicial, el volum de vi resultant va ser també molt baix: es van obtenir volums diferents 
en funció de les mostres; les variacions van anar d’entre 2 mL i 310 mL. En 13 de les 
mostres processades el volum de vi obtingut després del premsat manual va ser 
inferior a 30 mL, quantitat mínima de volum necessària per realitzar les anàlisis de 
diferents paràmetres com per exemple el grau alcohòlic adquirit,  de tal manera que 
no es van poder obtenir dades d’aquestes mostres. En la taula 5 es poden veure les 
característiques dels vins obtinguts. En l’annex 7 es poden veure els resultats de totes 
les mostres. 
 
Taula 5: característiques dels vins obtinguts 
 
 
De les mostres que es va poder realitzar l’anàlisi del grau alcohòlic, es va observar en 
algunes d’elles que encara que els sucres residuals al final de la FA eren inferiors a 2 
g/L, el grau alcohòlic aconseguit va ser inferior a l’esperat segons les quantitats de 
Variable Valor mínim Valor màxim 
Grau alcohòlic (%,v/v)  1,5 10,9 
Acidesa total  (g àcid 
tartàric/L) 
7,3 19,8 
Àcid màlic  (g/L) 1,2 9,2 
Acidesa volàtil (g àcid 
acètic/L)  
1,00 31,63 
Glucosa + Fructosa 
(g/L) 
<2 <2 
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sucres inicials en el most. Aquest fet fa pensar que els llevats presents en el most van 
realitzar bàsicament metabolisme oxidatiu.  
 
En general tots els vins obtinguts van tenir una acidesa total alta, superior a 11 g/L 
d’àcid tartàric en tots els casos, arribant a un màxim de 19,8 g/L. També va ser elevada 
la concentració d’àcid màlic, amb una mitjana  de 6,4 g/L. Cal esmentar que, degut a la 
cambra d’aire existent en les ampolles on es van realitzar les fermentacions i a l’acció 
dels llevats apiculats a l’inici de la fermentació, la producció d’acidesa volàtil va 
superar nivells no aptes a nivell sensorial. Aquest fet és molt normal en 
microvinificacions a les quals no se’ls hi aporta cap protecció en front d’oxidacions, 
com per exemple SO2. Per tant, en aquest most, a més del domini de llevats amb 
metabolisme oxidatiu, també hi podien haver bacteris acètics que contribueixen a 
incrementar l’acidesa volàtil. 
 
 
4.5.  IDENTIFICACIÓ MOLECULAR DELS LLEVATS AÏLLATS 
 
En el conjunt d’aquest treball es van processar per a la seva identificació molecular  
1427 soques. Totes les soques aïllades es van identificar mitjançant l’estudi de la regió 
ITS1-5.8S rRNA-ITS2 i posteriorment amb la digestió de l’amplicó amb els enzims Hinf I 
i Hae III ( i també Dde I en les mostres determinades com Hanseniaspora sp.). En la 
figura 7 es poden veure exemples dels gels d’agarosa i els parells de bases obtinguts 
segons el mètode molecular utilitzat, sent els gels obtinguts a partir de l’amplificació 
de la regió ITS1-5.8S rRNA-ITS2, digestió amb Hinf I i Hae III respectivament. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
Figura 7: aspecte de tres gels d’agarosa obtinguts a partir de l’amplificació de la regió ITS1-5.8S rRNA-
ITS2 (esquerra), digestió amb Hinf I (centre) i Hae III (dreta). 
 
Mitjançant la combinació dels resultats de l’estudi del polimorfisme dels fragments de 
restricció de la regió ITS1-5.8S rRNA-ITS2 i l’anàlisi de la seqüència del domini D1/D2 
del 26S rRNA es van poder identificar tots els llevats aïllats a partir de les mostres de 
Vitis sylvestris. A la taula 6 es presenten els resultats de la identificació molecular de 
les 1427 soques; les soques identificades s’han agrupat en 25 grups d’acord al resultat 
de la seva identificació. En total s’han identificat 11 gèneres i 23 espècies. 
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Grup Espècie
Nùmero de 
soques
Grup Espècie
Nùmero de 
soques
A Zygosaccharomyces bailii 14 S Pichia manshurica 26
B Saccharomyces cerevisiae 256 T Pichia membranifaciens 11
C Kluyveromyces marxianus 6 U Candida infanticola 1
D Hanseniaspora osmophila 15 V Pichia occidentalis 1
E Hanseniaspora uvarum 741 Y Pichia sp. 22
G Hanseniaspora vineae 1 Z Pichia kudriavzevii 9
H Kloeckera lindneri 1 AA ? 24
J Lachancea thermotolerans 28 AD Zygosaccharomyces florentinus 4
M Hanseniaspora valbyensis 44 AE Starmerella bacillaris 17
O Lachancea fermentati 9 AF Candida oleophila 16
P Pichia anomala 48 AH Cryptococcus aureus 6
Q Metschnikowia fructicula 53 AJ Cryptococcus carnescens 8
R Candida californica 66
Taula 6: identificació de les soques aïllades en tres moments de la fermentació alcohòlica espontània 
(inici, meitat i final de la FA) amb el nom de cada grup que es va donar de manera interna i el nombre 
total de soques de cada espècie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La majoria dels 25 grups de llevats estan relacionats amb ambients vitícoles. De totes 
les espècies identificades només el grup U, (Candida infanticola),  aïllada de la mostra 
NA1A procedent de Navarra no s’ha descrit mai en aquests ambients vitícoles. Així 
mateix, el grup AH (Cryptococcus aureus) aïllat en 3 localitzacions diferents (FR1, LR2B i 
AS5A), és un llevat que es troba en ambients marins. 5 de les 6 soques aïllades 
d’aquesta espècie s’han trobat en FR1 i AS5A, localitzacions que es troben molt 
properes al mar. El grup AA format per 24 soques tots ells trobats en una única mostra 
(AL6A) al final de la FA no s’han pogut identificar. 
 
El grup Y (Pichia sp.) que inclou a 22 soques aïllades d’una mateixa mostra (AL1C) de 
final de FA només ha sigut possible identificar-lo a nivell de gènere. 
 
A continuació es presenten els resultats de la identificació obtinguts segons el moment 
de la fermentació alcohòlica en el que van ser aïllats. Aquesta presentació permet  
apreciar la presència i la proporció d’espècies segons el moment de la de la FA. 
 
 
4.5.1.  INICI DE LA FERMENTACIÓ ALCOHÒLICA 
 
En aquesta etapa es van identificar un total de 350 llevats, agrupats en 9 espècies 
diferents, totes elles del grup no-Saccharomyces. 
 
L’espècie majoritària va ser Hanseniaspora uvarum, amb una presència del 76,76% del 
total d’aïllats, trobant-se en 31 de les mostres analitzades. La segona amb més 
presència va ser Metschnikowia fructicola, amb un 11,29%, trobant-se en 14 
localitzacions. La resta d’espècies  es van trobar en percentatges inferiors al 3% i van 
ser Candida oleophila, Starmerella bacillaris, Cryptococcus aureus, Cryptococcus 
carnescens,  Lachancea thermotolerans, Hanseniaspora valbyensis i Pichia anomala.  
En la figura 8 es pot observar la freqüència d’espècies identificades  aïllades a l’inici de 
la FA. 
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Llevats aïllats a l’inici de la FA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: proporcions de les espècies de llevats aïllats a l’inici de la fermentació alcohòlica. 
 
El grup de llevats apiculats del gènere Hanseniaspora sp. està present en general com 
la població dominant de llevats en les primeres etapes de la fermentació del most. 
Encara que H. uvarum està relacionat amb la producció d’àcid acètic (Jolly et al., 2005), 
la gran variabilitat de soques que hi ha d’aquesta espècie podria permetre una possible 
selecció d’alguna soca per ser utilitzada com estàrter en inoculacions seqüencials 
conjuntament amb S. cerevisiae (Romano et al., 2003). Varis estudis han demostrat el 
gran impacte d’espècies de Hanseniaspora en la composició analítica i les propietats 
sensorials del vi. Un exemple és el treball presentat per Viana et al. (2009) on es va 
suggerir l’ús de H. osmophila en cultius mixtes amb S. cerevisiae per incrementar els 
nivells de 2-feniletil acetat,  que intensifica l’aroma floral i afruitat. 
 
En quant a l’abundància de M. fructícola, la literatura consultada  (Kurtzman i Droby, 
2001) atribueix la seva presència en raïms exercint un paper protector contra el 
creixement de fongs filamentosos durant la maduració-sobremaduració. 
 
A l’inici de la FA, el fet de no trobar S. cerevisiae és un resultat  esperable, ja que 
aquesta espècie es troba en baixa proporció en el most. 
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4.5.2.  MEITAT DE LA FERMENTACIÓ ALCOHÒLICA 
 
En aquesta fase de la FA es van identificar un total de 207 llevats corresponents a 13 
mostres diferents. Tal i com s’ha dit anteriorment, vàries de les fermentacions que es 
van dur a terme van evolucionar ràpidament, i no es va poder prendre mostres a 
meitat de la fermentació. La figura 10 mostra la distribució de les espècies aïllades en 
aquesta fase del procés. 
 
Llevats aïllats a meitat de FA 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: proporcions de les espècies de llevats aïllats a la meitat de la fermentació alcohòlica.  
 
Es van identificar 9 espècies diferents, 6 de les quals ja es van trobar a l’ inici de la FA. 
Les 3 espècies noves que no es van trobar a l’inici de la FA van ser: Lachancea 
fermentati, Zygosaccharomyces florentinus i Saccharomyces cerevisiae. En total un 
87,2% dels llevats van resultar pertànyer a soques del grup no-Saccharomyces, mentre 
que el 12,8% restant sí que es van identificar com Saccharomyces cerevisiae, trobant-
se presents en 2 de les 13 mostres analitzades: FR4 i NA1B.  
 
Segons la seva abundància, la principal va tornar a ser H. uvarum (66,35%), seguida de  
S. cerevisiae i M. fructicola amb un 12,8% i 6,16%, respectivament. La quarta amb més 
presència va ser Starmerella bacillaris, (sinònim de Candida zemplinina), amb un 
4,27%. Starmerella bacillaris és un llevat que produeix baixes quantitats d’etanol i àcid 
acètic i altes concentracions de glicerol, la qual cosa la fa molt interesant des del  punt 
de vista enològic. Aquest llevat s’ha utilitzat en combinació amb S. cerevisiae per 
produir vins amb menys contingut d’etanol. 
 
La resta d’espècies trobades a la meitat de la FA es van trobar amb freqüències 
inferiors al 3,5%, les quals van ser: Candida oleophila, Lachancea thermotolerans, 
Lachancea fermentati, Pichia anòmala, Zygosaccharomyces florentinus. 
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4.5.3.  FINAL DE LA FERMENTACIÓ ALCOHÒLICA 
 
En l’etapa final de la FA la variabilitat d’espècies identificades va ser més elevada que 
les obtingudes a l’inici i a la meitat de la fermentació. La major diversitat d’espècies 
trobada pot estar relacionada amb el major nombre de soques aïllades i per tant, 
identificades.  Es van analitzar un total de 870 soques en front de 350 de l’inici i 207 de 
meitat de FA. Les soques de llevats identificades es van agrupar en  21 grups diferents, 
19 dels quals es van identificar a nivell d’espècie, 1 a nivell de gènere i un grup no es va 
poder identificar. La distribució per espècies dels cultius purs restants i la seva 
freqüència es pot veure a la figura 10. 
 
Llevats aïllats al final de la FA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: proporcions de les espècies de llevats aïllats al final de la fermentació alcohòlica. 
 
Al final de la fermentació es van identificar una gran varietat de soques del grup no-
Saccharomyces, representant el 73,96% del total de microorganismes aïllats del final 
de fermentació, obtenint 8 gèneres i 17 espècies diferents. 10 d’aquestes espècies no 
s’havien aïllat ni a l’ inici ni al final de la FA.  
 
També es va identificar l’espècie Saccharomyces cerevisiae, que va representar un 
26,04% del total de llevats aïllats del final de fermentació. Aquesta va ser la segona 
espècie més nombrosa, només superada per H. uvarum amb un 41,3%. La tercera 
espècie en abundància va ser Candida californica (7,69%), detectada en 5 localitzacions 
diferents. Altres espècies detectades i que podrien ser interesants a nivell enològic 
són: Pichia anomala, Pichia membranifaciens, Hanseniaspora valbyensis, Pichia 
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manshurica o Lachancea thermotolerans, encara que representin un percentatge baix 
(entre 2,81% i 1,71%) respecte al total. 
 
Encara que en fermentacions industrials el creixement dels llevats no-Saccharomyces 
es limiti als primers dies de fermentació, l’activitat de gèneres com Hanseniaspora 
(sinònim de Kloeckera) pot influir molt en la composició química final dels vins 
obtinguts (Jolly et al., 2005). 
 
Les mostres en les que es van aïllar i identificar  Hanseniaspora sp. presentaven una 
concentració d’alcohol baixa (5%, v/v). Aquest factor podria explicar l’alta freqüència 
de presència d’aquest gènere al llarg de tot l’estudi, i també a la fase final de FA. 
 
Un altre gènere molt abundant trobat al final de la FA va ser Pichia sp. Es van 
identificar 5 espècies diferents, constituint un 9,4% del total d’aïllats provinents del 
final de la FA: P. anomala, P. manshurica, P. membranifaciens, P. kudriavzevii i P. 
occidentalis. Aquest gènere (Pichia) s’ha suggerit per produir vins amb un baix 
contingut en alcohol (Erten i Campbell, 2001) i s’ha demostrat que algunes soques de 
P. anòmala presenten activitat de β-glucosidasa, amb capacitat per millorar l’aroma 
del vi (Swangkeaw et al., 2009). Recentment també s’ha descrit P. kudriavzevii com el 
llevat representatiu dels vins del Nord de la Patagonia (Del Mónaco et al., 2016). 
 
Del gènere Zygosaccharomyces sp. es van trobar 2 espècies: Z. bailii i Z. florentinus que 
van representar el 1,34% i el 0,12% del total de llevats aïllats al final de la FA. Alguns 
autors consideren aquest gènere com a un contaminant (Zumárraga i Barbero, 2009), 
ja que produeixen elevades quantitats d’àcid acètic i poden arribar a ser un problema 
en bodegues que elaboren vins dolços o espumosos, degut a la seva capacitat per 
tornar a fermentat dins de les ampolles. També s’ha descrit algunes soques de Z. bailii 
que produeixen altes quantitats d’èsters etílics quan s’utilitzen en cultius mixtes amb S. 
cerevisiae, incrementant la complexitat aromàtica del vi (Garavaglia et al., 2015). 
 
Una altre espècie aïllada a final de FA és Lachancea thermotolerans, detectada amb 
una freqüència del 1,71%. Aquest llevat te la capacitat de metabolitzar el sucre en àcid 
làctic, i permet que durant la FA en cultiu mixte, no es produeixi tant  d’etanol (Gobbi 
et al., 2013). 
 
Kluyveromyces marxianus va representar un 0,37% dels llevats aïllats al final de la FA. 
Aquesta espècie te la capacitat de fermentar sucres a alta temperatura (fins a 45°C). 
També forma part de preparacions comercials de llevats per contribuir a la complexitat 
sensorial (Morrissey et al., 2015). 
 
També es van aïllar 2 soques de Metschnikowia fructicola, espècie estretament 
relacionada amb M. Pulcherrima en dos localitzacions diferents. S’ha descrit que 
aquesta espècie te capacitat antifúngica, suggerint que la presència d’espècies de 
Metschnikowia, específicament M. pulcherrima i M. fructícola, poden jugar un paper 
protector contra el creixement de fongs filamentosos al raïm durant la sobremaduració 
(Kurtzman i Droby, 2001). 
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Candida californica es va detectar amb una freqüència bastant alta 7,69% en 5 
localitzacions diferents, però no s’ha trobat informació rellevant sobre la seva 
importància en vinificacions. 
 
Si s’analitza l’evolució de les espècies durant tot el procés fermentatiu, es pot veure 
una disminució progressiva de Hanseniaspora uvarum i Metschnikowia fructícola, a 
l’hora que es pot observar un augment de la població de Saccharomyces cerevisiae. 
Encara que es pot observar una evolució d’aquesta espècie, aquesta no arriba a 
imposar-se als llevats no-Saccharomyces,  que predominen fins al final del procés 
fermentatiu. Aquest fet s’explica per l’elevada concentració de llevats no-
Saccharomyces que dificulta la implantació de S.cerevisiae, i com a conseqüència hi ha 
una baixa producció d’etanol en la majoria de les fermentacions. 
 
 
4.6.  CARACTERITZACIÓ DE SACCHAROMYCES CEREVISIAEA A NIVELL DE 
SOCA 
 
Es van caracteritzar 256 soques de S. cerevisiae;  27  provenien de meitat de la FA  i  
229 del final de la FA. Les anàlisis del RFLP-mtDNA i les seqüències Delta van permetre 
diferenciar 30 soques diferents de S. cerevisiae. La figura 11 mostra un exemple de 
cada mètode comentat anteriorment, on es pot veure les diferents bandes en els gels 
d’agarosa que van permetre diferenciar les diferents soques de S. cerevisiae. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: bandes en gel d’agarosa obtingudes mitjançant seqüències Delta (esquerra) i RFLP-mtDNA 
(dreta). 
 
En la taula 7 es pot veure la classificació donada a les diferents soques de S. cerevisiae, 
la seva localització i, entre parèntesis, el nombre d’aïllats per cada localització; també 
s’especifiquen el nombre total d’aïllats de cada soca, i la seva freqüència sobre el total 
de S. cerevisiae: 
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Taula 7: soques de S. cerevisiae, la seva procedència, nombre de llevats segons la seva procedència, 
nombre total d’aïllats i freqüència sobre el total d’aïllats de S. cerevisiae. 
 
Soca 
Localització 
(nombre d’aïllats 
per localització ) 
Nombre de soques 
de S.cerevisiae  
Freqüència (%) 
B1 
FR4(9); LR1(11); 
FR1(17);NA1B(45) 
82 32,03 
B2 NA1A(19) 19 7,42 
B3 LR1(1) 1 0,39 
B4 LR1(1) 1 0,39 
B5 BU1A(3); AL1B(11) 14 5,40 
B6 
BU1A(2); AS5A(13); 
SA1B(1) 
16 6,25 
B7 BU1A(4) 4 1,56 
B8 
BU1A(3); AL4A(7); 
BU2A(17); AL1A(3); 
FR4(2) 
32 12,5 
B9 BU1A(5) 5 1,95 
B10 BU1A(1) 1 0,39 
B11 BU1A(2) 2 0,78 
B12 BU1A(3); BU1B(1) 4 1,56 
B13 BU1A(2) 2 0,78 
B14 BU1A(1) 1 0,39 
B15 BU1A(1) 1 0,39 
B16 BU1A(1) 1 0,39 
B17 BU1A(1) 1 0,39 
B18 BU1A(1) 1 0,39 
B19 BU1B(9) 9 3,51 
B20 AL4A(1) 1 0,39 
B21 AL4A(1) 1 0,39 
B22 AL4A(1) 1 0,39 
B23 AL4A(1) 1 0,39 
B24 AL4A(2) 2 0,78 
B25 AL4A(1) 1 0,39 
B26 BU2A(16) 16 6,25 
B27 AL6A(1) 1 0,39 
B28 AL7A(10) 10 3,90 
B29 AL1A(17); AL1B(7) 24 9,37 
B30 AL4A(1) 1 0,39 
 
Sis de les soques de S.cerevisiae (B1, B5, B6, B8, B12 i B29) es van trobar en 
localitzacions diferents. En alguns casos la distància que existia entre els punts de 
mostreig en línia recta d’on es va obtenir la mateixa soca era molt elevada. Un 
exemple és el cas de la soca B1, on la distància entre LR1 i FR1 és de 135 Km i la de LR1 
i NA1B és de 110 Km. Un altre exemple és el de la soca B6, on la distància entre BU1A i 
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AS5A és d’uns 260 Km. Aquest fet demostra que   la varietat de raïm de Vitis sylvestris 
podria constituir un nínxol ecològic d’aquesta soca. 
 
Tant en la localització de BU1A com en la de AL4A es va trobar una gran heterogeneïtat 
de soques, obtenint entre 14 i 8 soques diferents provinents de la mateixa localització. 
Les soques més abundants van ser: B1 (32%), B8 (12,5%), B2 (7,4%), B6 i B26 (6,3% 
cada una) i B5 (5,4%). 
 
 
4.7.  POTENCIAL ENOLÒGIC D’ALGUNES DE LES SOQUES DE 
SACCHAROMYCES CEREVISIAE MAJORITÀRIES: MICROVINIFICACIONS 
 
En la realització de les proves per determinar el potencial enològic de les diferents 
soques de Saccharomyces cerevisiae es van escollir a l’atzar 2 representants dels grups 
B1, B5, B6. 
 
A la taula 8 es poden veure els valors finals de les fermentacions alcohòliques 
obtinguts mitjançant les microvinificacions. Les figures 12, 13 i 14 mostren les 
cinètiques fermentatives de les diferents soques de Saccharomyces cerevisiae 
obtingudes quantificant la pèrdua de pes del matràs amb la vàlvula Müller. En els 
annexos 8, 9 i 10 es poden veure tots els valors de pesos enregistrats per determinar 
les cinètiques fermentatives dels grups B1, B5 i B6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: cinètica fermentativa del grup B1 a 18 ⁰C i 25⁰C amb i sense de SO2. 
 
Nota: les variacions de pes dins el mateix dia (per exemple, el dia 16 o el dia 22) són degudes a la presa de mostra 
(pes abans i després) pel control analític de sucres residuals. Es va seguir el mateix procediment en totes les soques. 
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Tal i com es pot veure en la figura 12, tant la cinètica de la soca 1 com la de la soca 2 
tenen un comportament molt similar entre si. Els primers 3-5 dies és on hi ha un major 
consum de sucres, de tal manera que és el moment en el que la fermentació 
evoluciona de manera més ràpida. En aquests primer estadi de les fermentacions es 
pot apreciar que tant la soca 1 com la soca 2, tenen una cinètica de fermentació inicial 
més ràpida a 25⁰C que a 18⁰C, i també és més ràpida quan no se’ls hi afegeix SO2 que 
quan si que se’ls hi afegeix SO2. Tot i així hi ha poca diferència, i per tal de poder 
confirmar els resultats caldrien mes assajos. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: cinètica fermentativa del grup B5 a 18 ⁰C i 25⁰C amb i sense de SO2. 
 
En la figura 13 també obtenim uns resultats molt similars entre les diferents mostres. 
En aquest cas, les soques del grup B5 a 25⁰C i sense presència de SO2 semblen tenir un 
inici de fermentació més ràpid que les que fermenten a 18⁰C, consumint d’aquesta 
manera una major quantitat de sucres durant els primers 3-5 dies. Aquest major 
consum de sucre durant els primers dies de fermentació permet eliminar una major 
quantitat de sucres inicial en un menor temps que en les fermentacions sotmeses a 
18⁰C. Això permet que les fermentacions evolucionin de manera més ràpida a 25⁰C 
durant els primers dies.  
 
Un cop la fermentació va acabar el consum total de sucres va ser similar tant a 25⁰C 
com a 18⁰C. Així doncs, encara que en els primers dies de fermentació si que es puguin 
apreciar certes diferències en les cinètiques de fermentació segons les condicions 
donades, a trets generals, la cinètica de fermentació no es veu afectada per la 
temperatura ni per la presència de SO2. 
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Figura 14: cinètica fermentativa del grup B6 a 18 ⁰C i 25⁰C amb i sense de SO2. 
 
En el grup B6 de Saccharomyces cerevisiae, que es pot veure en la figura 14, també 
s’aprecia la tendència inicial de consumir més sucres en les mostres en les quals la 
fermentació s’ha dut a terme a 25⁰C i sense presència de SO2. Es pot veure com en 
aquestes soques la presència de SO2 sembla retardar l’inici de la fermentació, fent que 
aquestes mostres triguin entre 1 i 2 dies més que les altres en començar. A diferència 
dels dos grups comentats anteriorment, les mostres que no contenen SO2 no tenen un 
consum tan sobtat de sucres en els primer dies de fermentació en detriment a les 
mostres que si que en tenen. Així doncs, encara que en els primers 3-5 dies de 
fermentació existeixin diferències en les cinètiques segons les condicions de 
fermentació, a trets generals, les fermentacions no es veuen afectades per les 
condicions, ja que totes presenten comportaments i un consum de sucres molt 
similars. 
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Grup Soca
Condicions de 
vinificació
Grau 
alcohòlic 
(%, v/v)
Acidesa total 
(g àc. 
tartàric/L )
pH
Glucosa 
+Fructosa 
(g/L)
Sacarosa 
(g/L)
Acidesa 
volàtil(g àc. 
acètic/L )
Glicerol 
(g/L)
SO2 total 
(mg/L)
Àc. Màlic 
(g/L)
B1 1 18 ºC sense SO2 14,26 4,9 3,3 1,7 1,1 0,17 4,6 1 2,1
B1 2 18 ºC sense SO2 14,3 5 3,3 1,8 1,1 0,18 4,7 16 2,1
B1 1 18 ºC amb SO2 14,29 5 3,3 1,4 1,1 0,16 4,6 42 1,9
B1 2 18 ºC amb SO2 14,32 4,9 3,3 1,7 1,1 0,19 4,8 59 2
B1 1 25 ºC sense SO2 14,09 5,3 3,3 1,5 1,1 0,18 5,3 2 1,6
B1 2 25 ºC sense SO2 14,27 5,4 3,3 1,7 1,3 0,2 6 3 1,5
B1 1 25 ºC amb SO2 14,17 5,3 3,3 0,9 1,1 0,19 5,4 28 1,7
B1 2 25 ºC amb SO2 14,08 5,2 3,3 1,1 1 0,22 6,1 55 1,6
B5 1 18 ºC sense SO2 13,08 4,3 3,3 21,6 15,5 0,1 5,8 7 1,4
B5 2 18 ºC sense SO2 13,34 4,3 3,3 18 12,9 0,11 5,7 2 1,3
B5 1 18 ºC amb SO2 12,65 4,2 3,3 27,6 20,9 0,1 5,8 63 1,3
B5 2 18 ºC amb SO2 13,37 4,2 3,3 17,9 12,9 0,1 6,1 60 1,4
B5 1 25 ºC sense SO2 11,97 4,7 3,3 37,2 28 0,1 7 1 1,2
B5 2 25 ºC sense SO2 12,63 4,8 3,3 27 20,1 0,11 6,7 1 1,2
B5 1 25 ºC amb SO2 12,52 4,7 3,3 28,8 21,9 0,13 6,5 46 1,3
B5 2 25 ºC amb SO2 12,41 4,7 3,3 31,8 23,8 0,12 6,6 44 1,3
B6 1 18 ºC sense SO2 14,02 5,7 3,3 3 1,5 0,34 5,2 3 2,1
B6 2 18 ºC sense SO2 13,94 5,5 3,3 3,6 1,7 0,35 5,3 4 2,1
B6 1 18 ºC amb SO2 13,7 6,7 3,2 4,2 2,2 0,28 6,1 37 2,5
B6 2 18 ºC amb SO2 13,52 6,2 3,2 6,5 2,8 0,3 5,8 35 2,5
B6 1 25 ºC sense SO2 13,81 5,8 3,3 3,7 1,8 0,36 6,1 3 2
B6 2 25 ºC sense SO2 13,87 5,7 3,3 1,5 1,1 0,38 6,2 3 1,9
B6 1 25 ºC amb SO2 13,75 6,5 3,3 2,4 1,6 0,32 7,4 33 2,1
B6 2 25 ºC amb SO2 13,66 6,3 3,3 3,2 1,8 0,32 7,1 22 2,3
RESULTATS DE LES MICROVINIFICACIONS
 
Taula 8: resultats de les microvinificacions.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Els trets més rellevants que es van obtenir mitjançant les cinètiques de les 
fermentacions i les anàlisis del vi obtingut van ser els següents: 
 
- Les dues soques del grup B1 van arribar a consumir tots els sucres fermentables, 
aconseguint graus alcohòlics superiors al 14% (v/v) en les 4 condicions provades. 
Cap d’elles va produir SO2 durant la fermentació ni acidesa volàtil. 
 
- Les soques del grup B5 no van acabar de consumir tots els sucres fermentables en 
el període de 30 dies, quedant entre 18 i 37 g/L de sucres glucosa+fructosa i 
també concentracions importants de sacarosa. El grau alcohòlic va ser d’entre 12 i 
13,3% (v/v). No van produir ni SO2 ni acidesa volàtil. 
 
- Les soques B6 van arribar a consumir pràcticament tots els sucres fermentables 
(glucosa + fructosa i sacarosa), adquirint un grau alcohòlic d’entre 13,5 i 14% (v/v). 
Van produir una mica d’àcid acètic, però molt per sota del límit sensorial. No van 
sintetitzar SO2. 
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- Les diferents temperatures a les quals es van realitzar les fermentacions (18 °C i 25 
°C) no va semblar afectar l’activitat fermentativa d’aquests llevats, ja que les 
cinètiques de les fermentacions van ser molt similars, a excepció dels primers 3-5 
dies. Només es va observar una lleugera tendència en general a produir més 
glicerol a 25 °C que a 18 °C. Per poder determinar que aquesta tendència és certa 
es tindrien que realitzar més proves. 
 
- La presència o no de SO2 tampoc va semblar influir en la cinètica fermentativa dels 
llevats, ja que es van obtenir cinètiques molt similars entre soques del mateix 
grup, però si que es va apreciar un consum més sobtat de sucres en els primers 
dies de fermentació en les mostres que no contenien SO2. Per poder acceptar que 
aquest fet és cert, caldria realitzar més repeticions. 
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5.  Conclusions 
Les fermentacions espontànies de raïms de Vitis sylvestris han estat heterogènies en 
quant al comportament fermentatiu, degut al diferent grau de maduració dels raïms 
recollits. En algunes d’elles s’han trobat nivells de poblacions de llevats lleugerament 
elevades a l’inici i a meitat de FA, relacionat amb l’estat de sobremaduració del raïm. 
La concentració de llevats al final de la FA ha estat variable degut a l’ampli rang de 
concentració de sucre inicial en el most de partida. 
 
S’han aïllat i purificat un total de 2923 soques de llevats, dels quals s’ha realitzat la 
identificació molecular de 1427, un 48,8% del total.  
 
Les tècniques moleculars utilitzades en aquest treball: PCR-RFLP-ITS i PCR-D1/D2, han 
permès la identificació dels llevats a nivell de gènere i espècie. I en el cas de 
Saccharomyces cerevisiae les tècniques de  RFLP-mtDNA i PCR-elements Delta han 
permès la diferenciació a nivell de soca. 
 
Les 25 espècies de llevats i les 30 soques de Saccharomyces cerevisae identificades 
demostren que en els raïms de Vitis vinifera ssp. sylvestris de la península Ibèrica 
existeix un elevat grau de biodiversitat de llevats. 
 
Les diferents espècies de llevats han estat aïllats a partir de mostres procedents de 
diferents localitzacions que es troben separades per varis quilòmetres de distància 
entre elles (de 110 Km a 260 Km), de tal manera que es pot afirmar que existeix un 
nínxol ecològic específic de llevats de Vitis sylvestris. 
 
S’ha generat una àmplia col·lecció de soques de llevats Saccharomyces i no-
Saccharomyces que es podran utilitzar en un futur per elaborar vins de qualitat; i la 
gran diversitat de gèneres i espècies de llevats no-Saccharomyces aïllats permetrà 
disposar d’un nombre  elevat de soques amb possibilitats per a ser usades en cultius 
mixtes, junt amb S. cerevisiae. 
 
A l’inici de la fermentació dominen clarament espècies de llevats del grup no-
Saccharomyces, sent Hanseniaspora uvarum i Metschnickowia fructicula les més 
abundants. No es detecta en aquest estadi cap llevat pertanyent a l’espècie S. 
cerevisae. A meitat de fermentació segueix dominant H. uvarum però, S. cerevisiae ja 
conforma el 12,8% de la població en aquest estadi. Al final de la FA, els llevats del grup 
no-Saccharomyces representen el 73,96% de la població, sent el 26,04% restant llevats 
identificats com a S. cerevisiae. Així doncs, s’observa un increment successiu d’aquesta 
última espècie a mesura que avança la fermentació en detriment dels llevats del grup 
no-Saccharomyces. 
 
En algunes de les fermentacions s’ha trobat la presència de H. uvarum al final del 
procés. En aquests casos, el grau alcohòlic era molt baix (inferior a 5%, v/v), condició 
que permet la subsistència d’aquesta espècie, juntament amb altres llevats del grup 
no-Saccharomyces. 
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De les sis soques de Saccharomyces cerevisiae estudiades, 4 (les dues del grup B1 i les 
dues del B6) presenten característiques adequades pel seu ús enològic ja que tenen la 
capacitat de fermentar pràcticament tots els sucres fermentables fins a obtenir ≥ 14% 
(v/v) d’etanol en presència de concentracions de SO2 elevades i sense produir un 
increment d’acidesa volàtil important (≤0,4 g/L). 
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7.  Annexos 
ANNEX 1: PROTOCOL D’EXTRACCIÓ DE L’ADN TOTAL 
 
A partir de la placa on es troben els cultius es seleccionen les colònies adients, i 
mitjançant una nansa es recullen les mostres i es fan créixer en 800 μL de YEPD durant 
2 dies a una temperatura de 28⁰C en vials de 2 ml. Posteriorment es segueixen els 
passos següents: 
 
- Centrifugar  el medi YEPD amb la mostra desitjada a 14000 rpm durant 3 minuts. 
 
- Llençar el sobrenedant i afegir 800 μL d’H2O destil·lada estèril. Posteriorment s’agita 
amb el vòrtex per resuspendre el pellet. 
 
- Centrifugar a 14000 rpm durant 3 min. 
 
- Llençar l’H2O destil·lada i afegir 300 μL de Tampó 1 (veure la seva composició al final 
del protocol.) i 40 μL de liticasa (veure la seva composició al final del protocol). 
 
- Agitar amb el vòrtex per resuspendre el pellet i incubar al termomixer a 37⁰C durant 
30 min. 
 
- Centrifugar a 7000 rpm durant 1 minut. 
 
- Llençar el sobrenedant. Resuspendre el pellet amb 300 μL de tampó 2 (veure la seva 
composició al final del protocol) i 50 μL de SDS al 10% (veure la seva composició al 
final del protocol). Agitar amb el vòrtex. 
 
- Incubar a 65⁰C durant 15 minuts al termomixer. 
 
- Afegir 300 μL d’acetat potàssic (veure la seva composició al final del protocol) i agitar 
amb el vòrtex. Introduir els vials al congelador a una temperatura de -20 ⁰C durant 30 
minuts. 
 
- Centrifugar durant 15 minuts a 14000 rpm. 
 
- Mentre es dur a terme l’anterior centrifugació preparar vials de 1,5 mL amb 600 μL 
d’isopropanol fred. 
 
- Finalitzada la centrifugació, introduir el sobrenedant que conté l’ADN mitjançant 
decantació en els vials que tenen l’isopropanol fred. 
 
- Agitar els vials per inversió 3-4 vegades. 
 
- Centrifugar a 14000 rpm durant 10 minuts. 
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- Llençar el sobrenedant i rentar el sediment que ha quedat amb 300 μL d’etanol al 
70%. Agitar per inversió procurant desenganxar el pellet del fons del vial. 
 
- Centrifugar a 14000 rpm durant 5 minuts. 
 
- Llençar el sobrenedant i mitjançant una pipeta acabar d’extreure les restes d’etanol 
que pugui contenir el vial. 
 
- Afegir 15 μL de TE (veure la seva composició al final del protocol). Guardar els vials al 
congelador a una temperatura de -20 ⁰C. 
 
Composició dels diferents elements necessaris per dur a terme el protocol 
 
Tampó 1:  
 
Sorbitol a 1M, EDTA a 0,1 M en aigua destil·lada. Ajustar el pH a 7,5 amb HCL. Dissoldre 
i autoclavar a 121⁰C durant 15 min. Mantenir a temperatura ambient. 
 
Tampó 2: 
 
Tris a 50 mM, EDTA a 20 mM. Ajustar el pH a 7,4 amb HCL. Dissoldre i autoclavar a 
121⁰C durant 15 minuts. Mantenir a temperatura ambient. 
 
TE: 
 
Tris a 10 mM, EDTA a 1 mM. Ajustar el pH a 8,0 amb HCL. Dissoldre i autoclavar a 
121⁰C durant 15 min. Guardar a temperatura ambient. 
 
Liticasa:  
 
Dissoldre 2 mg de Liticasa en 1 mL de Tampó 1  (2 mg/mL). Guardar al congelador a           
-20 ⁰C. 
 
Acetat potàssic: 
 
Barrejar 60 mL d’acetat potàssic 5M amb 11,5 mL d’àcid acètic glacial i 28,5 mL d’aigua 
destil·lada. Dissoldre i autoclavar a 121 ⁰C durant 15 minuts. Guardar a temperatura 
ambient. 
 
SDS al 10%: 
 
Barrejar 10 g de SDS amb 90 mL d’aigua destil·lada. Escalfar la solució a 60 ⁰C fins que 
es dissol el SDS. Ajustar el pH a 7,2 amb HCL. Acabar d’enrasar a 100 mL amb aigua 
destil·lada. Dissoldre i autoclavar a 121 ⁰C durant 15 minuts. Guardar a temperatura 
ambient. 
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ANNEX 2: PROTOCOL DE LA REACCIÓ EN CADENA DE LA POLIMERASA I DEL 
POLIMORFISME DE LA LONGITUD DELS FRAGMENTS DE RESTRICCIÓ (PCR-
RFLP) DEL ESPAIADOR INTERN TRANSCRIT (ITS) 
 
El protocol d’anàlisi de llevats per la tècnica d’ITS es divideix en 4 fases o etapes. Es 
parteix de la purificació de ADN total (annex 1). 
 
1. PCR 
 
1.1. Barreja de reacció: 
 
Per 50 µl de volum final: 
 
-Primer ITS 1 (50 µM)     0,3 µl 
 
-Primer ITS 4 (50 µM)     0,3 µl 
 
-dNTPs (mix) (0,25 mM)     4 µl 
 
-Tampó Taq 10x (amb 2 mM de MgCl2)    5 µl 
 
-Taq (1 U/µl)      0,5 µl 
 
-Aigua bidestil·lada estèril     38,9 µl 
 
-ADN de la extracció     1 µl 
 
1.2. Condicions d’amplificació: 
-5 minuts 95 ⁰C 
 
-40 cicles: 
 
-1 minuts 94⁰C 
 
-2 minuts 55,5 ⁰C 
 
-2 minuts 72⁰C 
 
-10 minuts 72⁰C 
 
-4⁰C (hold) 
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2. ELECTROFORESI AL 1,4% D’AGAROSA: 
(1,2 g d’agarosa + 80 ml de TBE 1x) 
 
- DNA amplificat      10 µl  
 
- Dye buffer        3 µl  
 
- MPM 100 pb       3,5 µl  
 
3.  DIGESTIÓ DE L’AMPLIFICAT PER ITS: 
Barreja de digestió:  
 
- Hinf I (*)       1 µl 
 
- Tampó Hinf I       2 µl 
 
- Aigua bidestilada estèril     7 µl   
                        
-  DNA amplificat      10 µl 
 
4. ELECTROFORESIS AL 3% D’AGAROSA:  
(4,5 g d’agarosa + 150 ml de TBE 1x) 
 
- DNA (amplificat + digerit)     21  µl 
 
- Dye buffer       4 µl 
 
- MPM 100 pb       3,5  µl  
SEQÜÈNCIES DELS PRIMERS: 
ITS 1: 5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G -3' (19 bases) 
 
ITS 4: 5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3' (20 bases) 
 
(*) Pels enzims Hae III i Dde I s’utilitza el mateix protocol i volum. 
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ANNEX 3: PROTOCOL DEL POLIMORFISME DE LA LONGITUD DES 
FRAGMENTS DE RESTRICCIÓ (RFLP) DEL ADN MITOCONDRIAL (mtDNA) 
 
Es parteix de la purificació de l’ADN total prèviament esmentat (annex 1) 
 
1. BARREJA PER REALITZAR LA DIGESTIÓ AMB L’ENZIM DE RESTRICCIÓ Hinf I: 
 
- Tampó Hinf I (New England Biolabs)    1,5 µl 
 
- Hinf I (New England Biolabs)     1,5 µl 
 
- RNasa (Roche Diagnostics)      0,75 µl 
 
- ADN total purificat       15 µl 
 
2. ELECTROFERESI 1% D’ AGAROSA: 
 
(100 ml TBE + 1 g agarosa) 
 
- DNA         18 µl 
 
- Loading Buffer           3,5 µl 
 
- λ-EcoRI Hind III (Marcador III de Roche Diagnostics)  3,5 µl 
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ANNEX 4: PROTOCOL PER A l’ANÀLISI DELS ELEMENTS DELTA 
 
1. PCR 
 
    1.1.  Barreja de reacció: 
 
- dNTP’s (250 μM each)        2,5μl 
 
- Buffer Taq (10X)                  2,5μl 
 
- MgCl2 (50 mM)                   1,5μl 
 
- Taq polimerasa (5U/μl)     0,2μl 
 
- ADN (10ng/μl)                    2,0μl 
 
- Delta 12 (50μM)                  0,5μl 
 
- Delta 21 (50μM)                 0,5μl 
 
- Aigua                                 15,3μl 
 
    1.2.  Condicions d’amplificació: 
 
- 95⁰C 4 minuts 
 
- 35 cicles:  
 
- 95⁰C 30 segons  
 
- 46⁰C 30 segons 
 
-  72⁰C 90 segons 
 
- 72⁰C 10 minuts 
 
- 4⁰C  (hold) 
 
2.  ELECTROFORESI: 
 
(Agarosa 2.0% TBE 1X) 
 
SEQÜÈNCIES DELS PRIMERS: 
 
DELTA 12: 5' TCA ACA ATG GAA TCC CAA 3' (18 bases) 
 
DELTA 21: 5' CAT CTT AAC ACC GTA TAT GA 3' (20 bases) 
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ANNEX 5: PROTOCOL PER LA SEQÜENCIACIÓ DEL DOMINI D1/D2 DE rDNA 
26S 
 
1.  PCR 
 
1.1.  Barreja de la reacció:  
 
- MgCl2 (50 mM)        2,5 µL 
 
-  dNTPs (0,25 mM)      5 µL 
 
- Tampó Taq 10x        5 µL 
 
- Primer NL1 (50 µM)      0,2 µL 
 
- Primer NL4 (50 µM)      0,2 µL 
 
- Taq (5 U/µL)       0,5 µL 
 
- H2Obd        25,6 µL 
 
- ADN        1 µL 
 
1.2.  Condicions d’amplificació: 
 
- 5 minuts 95⁰C 
 
- 30 cicles: 
 
- 1 minut 95⁰C 
 
- 45 segons 55⁰C 
 
- 1 minut 72⁰C 
 
- 7 minuts 72⁰C 
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2.  ELECTROFORESI: 
 
(Agarosa 1,5% TBE 1X) 
 
- Amplificat        10 µL 
 
- dye buffer        3 µL 
 
- MPM 100 pb       3,5  µL 
 
SEQÜÈNCIES DELS PRIMERS: 
 
NL-1: 5’ – GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG – 3’ (24 bases) 
 
NL-4: 5’ – GGTCCGTGTTTCAAGACGG - 3’ (19 bases) 
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MOSTRA GAP (%, v/v)
Acidesa total (g àcid 
tartàric/L)
Àcid màlic 
(g/L)
Acidesa volàtil (g àcid 
acètic/L)
Glucosa + Fructosa 
(g/L)
Àcid glucònic 
(g/L)
pH
LR2A 10,46 15,1 8,8 0,01 160,6 * 2,67
NA1A 9,86 20,9 12 0 139,6 * 3,17
FR4 8,01 19,3 13,9 0,04 101,6 * 3,52
NA1B 8,08 22,2 16,9 0,04 167,9 * 3,43
FR1 11,34 25,9 17,5 0,04 168,4 * *
LR2B 11,34 15,7 7,7 0,03 161,2 * 3,21
BU1A 7,05 * 14 0,13 76,4 0 3,64
BU1B 6,6 * 9,4 0,07 109,6 0 2,95
BU2A 7,88 * 14,6 0,08 121,4 0 *
BU2B 6,86 * 8,8 0,06 115 24 *
BU2C 6,86 * 5,9 * 124,2 * *
VI1A 5,77 * 7,8 0,1 132 0 4,06
VI5A 7,76 * 13 0,12 115,8 0 *
AL1A 13,04 12,5 2,9 0,03 216 106,6 *
AL1B 13,17 16,4 6,6 0,03 222 59,5 *
AL1C 9,13 * 2,7 0 137 18,3 *
AL1D 11,67 14,1 4,6 0,05 195 38,9 3,48
AL3A 6,66 19,2 11,8 0,03 124,6 33 3,03
FR2 5,6 17,5 12 0,04 75,8 100,7 *
AL4A 7,88 15,7 8,5 0,05 136,8 50,7 3,3
AL5A 6,79 * 21,4 0 96 0 *
AL6A 8,34 19,4 15,7 0,03 136,4 38,9 3,36
LR1 8,47 27,7 21,7 0,04 119,1 0 3,8
AL7A 9,33 * 5,6 0,1 130 0 *
VI7A 2,41 * 2,6 0,1 13,1 89 *
AL7B 7,95 6,5 6,4 0,1 119 174 *
VI9A 6,02 12,8 17,1 0,1 84 0 3,52
VI8A 7,24 5,6 5,3 0,09 107 666 4,36
SA1A 7,63 * 10 0,18 113 500 *
SA1B 5,6 * 11,4 0,34 49,8 1158 *
AS2A 5,3 * 11,4 0,33 44,8 863 *
AS5A 7,82 15,2 2,8 0,07 163,2 86 3,18
CO1A 7,63 * 3,2 0,1 140,8 100 *
ANNEX 6: PARÀMETRES FÍSICO-QUÍMICS DELS MOSTS OBTINGUTS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* = Volum insuficient 
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ANNEX 7: CARACTERÍSTIQUES DELS VINS OBTINGUTS 
 
* = Volum insuficient 
 
 
 
 
 
 
 
MOSTRA 
Grau alcohòlic  
(%, v/v)  
Acidesa total        
(g àcid tartàric/L) 
Àcid màlic  (g/L) 
Acidesa volàtil     
(g àcid acètic/L) 
Glucosa + 
Fructosa 
(g/L) 
AL1D 5,49 19,8 8,6 31,63 < 2 
NA1A 7,79 13,3 5,6 3,2 < 2 
LR1 5,73 13,6 5,4 3,14 < 2 
AL6A 2,17 14 8 13,07 < 2 
VI9A 3 11,8 5,8 1,45 < 2 
AL3A 4,23 15,5 5,6 3,75 < 2 
BU1A 5,89 11,1 5,6 1,47 < 2 
AL4A 6,02 19,1 7,3 1,91 < 2 
BU1B 1,47 16,5 9,2 5,04 < 2 
NA1B 4,38 11,5 5,8 1,77 < 2 
VI1A 9,52 15,3 5,8 1,46 < 2 
LR2A 3,79 13,8 4 3,94 < 2 
BU2B 3,52 16,8 6,2 2,55 < 2 
BU2A 5,36 13,5 8,9 1,23 < 2 
FR1 * * * * * 
FR4 * * * * * 
AL7B * * * * * 
VI5A * * * * * 
AL5A * * * * * 
AL7A * * * * * 
AL1C * * * * * 
BU2C * * * * * 
VI8A 3,53 7,3 1,2 2,05 < 2 
SA1B * * * * * 
AS2A * * * * * 
SA1A *  * * * * 
AL1A 10,89 11 1,6 1,37 < 2 
AL1B 10,56 12,1 3,4 1 < 2 
LR2B * * * * * 
AS5A * * * * * 
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18 ºC sense SO2 18 ºC amb SO2 25 ºC sense SO2 25 ºC amb SO2 18 ºC sense SO2 18 ºC amb SO2 25 ºC sense SO2 25 ºC amb SO2
0 223,61 216,37 224,59 220,2 230,17 222,47 226,38 221,23
1 223,6 216,35 223,88 219,6 230,16 222,46 225,59 220,6
2 222,72 215,53 221,57 217,5 229,18 221,63 223,18 218,41
6 218,84 211,78 216,86 213,19 225,1 217,81 218,55 214,15
7 218,15 211,13 216,45 212,79 224,41 217,17 218,12 213,75
8 217,56 210,56 216,17 212,51 223,82 216,61 217,86 213,46
9 217,08 210,11 215,99 212,33 223,34 216,15 217,67 213,26
10 216,64 209,73 215,88 212,24 222,92 215,75 217,56 213,16
13 215,8 209,08 215,59 211,98 222,1 214,98 217,28 212,9
14 215,61 208,95 215,53 211,92 222 214,81 217,25 212,89
15 215,48 208,86 215,47 211,87 221,8 214,71 217,14 212,78
16 215,37 208,79 215,39 211,81 221,7 214,6 217,09 212,75
16 214,6 211,02 216,29 211,91
17 215,3 208,74 214,56 210,98 221,63 214,54 216,26 211,86
20 215,11 208,62 214,45 210,89 221,46 214,38 216,15 211,75
21 215,06 208,6 214,4 210,86 221,42 214,35 216,1 211,72
22 215,04 208,58 214,37 210,86 221,4 214,34 216,05 211,67
22 214,21 207,73 213,5 210,05 220,56 213,49 215,24 210,84
23 214,2 207,74 213,5 210,01 220,55 213,48 215,2 210,78
24 214,17 207,72 209,98 220,54 213,47 210,71
27 214,12 207,64 209,9 220,46 213,4 210,62
28 214,09 207,65 209,9 220,46 213,42 210,61
Pes (g) soca 1 Grup B1 Pes (g) soca 2 Grup B1
Dies
ANNEX 8: CINÈTIQUES FERMENTATIVES DEL GRUP B1 DE 
SACCHAROMYCES CEREVISIAE 
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18 ºC sense SO2 18 ºC amb SO2 25 ºC sense SO2 25 ºC amb SO2 18 ºC sense SO2 18 ºC amb SO2 25 ºC sense SO2 25 ºC amb SO2
0 224,36 216,5 228,87 220,96 226,1 216,17 224,12 214,29
1 224,36 216,5 228,39 220,92 226,08 216,17 223,62 214,24
2 223,52 216,56 225,8 220,57 225,25 216,19 221 213,13
6 219,45 213,13 222,26 215,31 221,09 212,47 217,12 208,17
7 218,84 212,41 221,99 214,8 220,47 211,74 216,78 207,72
8 218,36 211,83 221,8 214,44 219,99 211,14 216,54 207,42
9 217,98 211,37 221,65 214,19 219,62 210,66 216,35 207,22
10 217,7 211,01 221,56 214,05 219,33 210,3 216,25 207,11
13 217,11 210,33 221,32 213,75 218,72 209,55 215,98 206,84
14 216,99 210,18 221,32 213,75 218,58 209,39 215,98 206,84
15 216,86 210,06 221,2 213,62 218,46 209,27 215,86 206,74
16 216,78 209,96 221,17 213,58 218,35 209,16 215,83 206,71
16 220,36 212,77 215,03 205,9
17 216,7 209,89 220,34 212,75 218,27 209,08 215 205,88
20 216,51 209,7 220,25 212,66 218,05 208,88 214,93 205,8
21 216,47 209,65 220,22 212,62 217,98 208,83 214,91 205,78
22 216,44 209,61 220,2 212,6 217,92 208,79 214,88 205,76
22 215,6 208,76 219,39 211,77 217,09 207,95 214,02 204,95
23 215,56 208,73 219,34 211,74 217,05 207,93 214,01 204,93
24 215,55 208,72 219,31 211,7 217,02 207,91 213,98 204,89
27 215,44 208,59 219,24 211,64 216,89 207,8 213,9 204,85
28 215,44 208,61 219,23 211,63 216,88 207,81 213,89 204,72
Pes (g) soca 1 Grup B5 Pes (g) soca 2 Grup B5
Dies
ANNEX 9: CINÈTIQUES FERMENTATIVES DEL GRUP B5 DE 
SACCHAROMYCES CEREVISIAE 
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18 ºC sense SO2 18 ºC amb SO2 25 ºC sense SO2 25 ºC amb SO2 18 ºC sense SO2 18 ºC amb SO2 25 ºC sense SO2 25 ºC amb SO2
0 222,85 202,12 205,21 226,32 224,14 225,07 218,07 220,02
3 220,44 202,08 200,3 226,13 222,17 225,03 213,48 219,88
4 219,45 201,84 198,99 224,09 221,12 225,03 212,03 219,72
5 218,56 200,78 198,32 222,39 220,18 224,89 211,04 219,78
6 217,89 200,02 197,72 220,85 219,45 223,77 210,33 218,06
7 217,1 199,09 197,16 219,48 218,63 222,2 209,52 215,47
10 215,84 197,51 196,55 217,87 217,37 219,59 208,92 212,22
11 215,53 197,14 196,39 217,66 217,03 218,99 208,78 211,69
12 215,26 196,83 196,27 217,53 216,76 218,53 208,65 211,39
14 214,86 196,34 196,1 217,35 216,36 217,72 208,49 211,08
17 214,46 195,9 195,88 217,12 215,9 216,99 208,25 210,81
18 214,34 195,8 195,84 217,09 215,81 216,83 208,21 210,77
19 214,26 195,74 195,81 217,03 215,7 216,71 208,15 210,7
20 214,16 195,67 195,72 216,95 215,59 216,58 208,07 210,63
21 214,08 195,59 195,66 216,9 215,49 216,46 208,01 210,57
24 213,91 195,49 195,5 216,75 215,3 216,28 207,87 210,41
25 213,87 195,47 195,45 216,71 215,26 216,22 207,82 210,36
26 213,83 195,44 195,4 216,66 215,2 216,17 207,8 210,32
27 213,8 195,4 195,35 216,62 215,16 216,12 207,75 210,27
28 213,75 195,37 195,3 216,59 215,12 216,08 207,72 210,25
30 213,63 195,28 195,14 216,47 214,98 215,92 207,64 210,12
Pes (g) soca 1 Grup B6 Pes (g) soca 2 Grup B6
Dies
ANNEX 10: CINÈTIQUES FERMENTATIVES DEL GRUP B6 DE 
SACCHAROMYCES CEREVISIAE 
 
 
 
